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Desoxirribonucleasa
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Acido etilén—diamino-tetracético
Acido 5—fluororótico
Guanina
1.000 pares de bases
1.000 dalton
N-metil-N’ —nitro—N-nitrosoguanidina
Orotidina 5 ‘—monofosfato descarboxilasa
Relación peso—volumen
Par de bases
Polietilénglicol
Acido ribonucléico
Ribonucleasa
Revoluciones por minuto
Dodecil sulfato sádico
Tímina
Tris-EDTA
Tris—hidroximetí 1—aminometano
Unidad formadora de colonia
Ultravioleta
Relación volumen—volumen
Los aminoácidos se abrevian según el código de una letra
recomendado por la tUB—IUPAO.
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1. CEFALOSPORINAS.
El descubrimiento de las cefalosporinas se debe a Giuseppe
Brotzu (Fig. 1), en la Universidad de Cagliarí (Cerdeña, Italia).
Brotzu trabajó con la hipótesis de que en la autodepuración del
agua debían existir microorganismos capaces de inhibir el
crecimiento de gérmenes patógenos. En 1945 aisló un hongo de
aguas residuales que identificó como Cephalosporium acremon:um.
Estableció que producía un antibiótico nuevo, activo frente a
varias bacterias gram—positivas y gram—negativas. Con filtrados
impuros de cultivo liquido realizó pruebas clínicas con éxito en
infecciones experimentales. En 1948 publicó su trabajo en una
revista sin proyección internacional, haciendo constar el deseo
de que su labor continuase en centros mejor dotados [51]. Su
hallazgo posiblemente hubiera quedado olvidado sin la
intervención de Blyth Brook, quien durante la 2~ Guerra Mundial
había sido oficial de Salud Pública en Cerdeña. Brook dio cuenta
de aquellos resultados al equipo que había purificado la
penicilina en la Universidad de Oxford (Ernst Ohain, Howard
Florey y Edward Abraham, entre otros). Brotzu envió la cepa a
Inglaterra y años más tarde, en 1955, se estableció la estructura
del antibiótico 8—lactámico cefalosporina O. Para tener una
perspectiva histórica, pueden consultarse las referencias 88 y
250.
Las cefalosporinas están constituidas por un anillo 13—
lactámico, que caracteriza a todos los antibióticos de este tipo;
y un anillo de dihidrotiazina, en lugar de tiazolidina, que las
distingue de las penicilinas (Fig. 2). La cefalosporina O tiene
poco poder antibiótico y por vía química se transforma en ácido
7-amihocefaro~poránico (7-ACA), punto de partida de toda ufia
serie de cetalosporinas semisintéticas. La diferencia entre las
cefalosporinas se debe a los grupos sustituyentes de los carbonos
3 y 7 [revisado en 52 y 166].
Desde el punto de vista económico, las cefalosporinas son
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Fig. 1.— Retrato de Giuseppe Brotzu (1895—1976). Reproducido de la reterencia 88,
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el grupo más importante de antibióticos. La producción mundial
estimada en 1990 de cefalosporina O fue de 2.300 Tm, equivalentes
a 1.150 ‘Vm de 7—ACA. El valor de las especialidades, obtenidas
en gran parte a partir de 7—ACA, fue del orden de medio billón
de pesetas [25].
Las cefalosporinas —como las penicilinas— interfieren en la
formación de la pared celular bacteriana, uniéndose a proteínas
denominadas PBPs que están implicadas en la síntesis de
peptidoglicano. Para ello tienen que atravesar la membrana
externa y el periplasma. Hay tres mecanismos de resistencia
frente a los antibióticos B-lactámicos: menor permeabilidad,
mutaciones en las PBPs o ruptura enzimática por 13—lactamasas
[281, 383]. Las cefalosporinas son resistentes a algunos tipos
de 5—lactainasas a las que las penicilinas son sensibles rl66,
263, 343].
Las indicaciones clínicas de las cefalosporinas son
generalmente las mismas que las de las penicilinas. Las
cefalosporinas suelen usarse como tratamiento de segunda
elección, en parte debido a su precio y en parte para no aumentar
de modo incontrolado las resistencias que se crean en los
gérmenes patógenos. Tienen toxicidad baja y cuando aparece
alergia a penicilinas, también hay reacción frente a
cefalosporinas en un 5—10% de los casos [216, 250].
2 a CEPRALOSPORIUN .4CRENONIUM.
O. acremonium (=Acremonium chrysogenum =A. strictum [286])
es un hongo filamentoso que se usa para la producción industrial
de cefalosporina 0 [276]. Está clasificado dentro de los hongos
imperfectos (Fungi imperfecti) por carecer de reproducción sexual
[286]. Sin embargo, utilizando filogenias basadas en la secuencia
del RNA ribosómico 55, se le sitúa como un ascomiceto y dentro
del subgrupo de los pirenomicetos, estrechamente relacionado con
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Neurospora crassa [7?, 174].
El ciclo de vida en cultivo sumergido consta del desarrollo
inicial de hifas septadas con células mononucleadas y haploides.
A continuación, las hifas se hinchan y fragmentan para producir
artrosporas, o desarrollan conidióforos muy simples que dan lugar
a conidiosporas. La germinación de ambos tipos de esporas vuelve
a producir hifas [271, 275].
A pesar de la importancia clínica y económica de las
cefalosporinas, los estudios estrictamente genéticoS de O.
acremonium son escasos, debido a la ausencia de ciclo sexual y
a la baja eficacia del ciclo parasexual. La frecuencia de
recombinación mitótica se puede aumentar mediante fusión de
protoplastos (cfr. también el apartado 4). De este modo se ha
elaborado un mapa de O. acremonium con 8 grupos de ligamiento en
el que se han situado 15 locí [295].
La ruta de biosíntesis de cefalosporina C se conoce con
detalle (Fig. 3’>. Se elucidó mediante incorporación de compuestos
marcados radiactivamente, análisis de mutantes bloqueados y
síntesis en extractos libres de células [192]. Los primeros pasos
hasta isopenicilina >1 son comunes a penicilinas y cefalosporinas.
En Penicilliurn chrysogenum y Aspergillus nidulans se produce
penicilina G 6 y —dependiendo del precursor que se añade al medio
de cultivo para que se incorpore a la cadena latera).— a partir
de isopenicilina N, paso catalizado por la acil-CoA:isopenicilina
14 acil—transferasa (gen penDE). En actinomicetos y otros
procariotas se produce cefamicina C a partir de desacetil—
cefalosporina C en varios pasos [revisado en 1 y 254]. La
biosíntesis de cefalosporina está regulada por la fuente de
carbono, nitrógeno, fósforo y azufre [276, 282] y existe un
conocimiento considerable de las enzimas que intervienen en la
ruta [254].
En la actualidad están donados y secuenciados todos los
genes estructurales de O. acremonium directamente implicados en
la síntesis de cefalosporina C (Fig. 3) salvo caíD (isopenicilina
N epimerasa). Estos son: pcbAB (tripéptido sintetasa) [156]; pcbC
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(isopenicilina N sintetasa, o ciclasa) [327]; cetEF (penicilina
14 expandasa/desacetoxi-cefalosporina O hidroxilasa) [339]; y ceta
(desacetil—cefalosporina C acetil—transterasa) [157, 255].
El cariotipo molecular de O. acremonium consta de 8
cromosomas que oscilan entre 1.700 y 4.000 kb, y el tamaño total
del genoma se estima en 22.500 kb [358]. Los trabajos citados en
el párrafo anterior permiten situar a los genes pcbAB y pcbc
juntos y en el cromosoma VI, y a los genes cetEF y ceta, juntos
y en el cromosoma II. En ambas agrupaciones la transcripción de
los dos genes es divergente.
Además de los genes mencionados, están donados el gen LEU2
aer o
Ce r Sr
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(isopropil—malato deshidrogenasa) [122] y el gen niaD (nitrato
reductasa) [412]. Están donados y secuenciados el gen alp
(proteasa alcalina) [184], el gen pyr—4 (orotidina 5’—monofosfato
descarboxilasa) [399, 400; y este trabajo] y genes ribosómicos
[68, 77, 188, 189]. Está donado y parcialmente secuenciado el
gen de la actina [C. Patiño y M. A. Peñalva, comunicación
personal]. El DNA mitocondrial tiene un longitud de 26,7 kb [269]
y se han secuenciado distintas partes del mismo, como la
subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa de la cadena respiratoria
[301] o distintos fragmentos que confieren replicación autónoma
en levadura [182, 284, 302, 355, 387]. Se han detectado elementos
extracromosómicos semejantes a plásmidos [269] y a virus [93].
De los sistemas que existen para la transformación genética
de esta especie se tratará en el apartado 5 de la Introducción
y en el apartado 3.0 de la Discusión.
3. TRANSFORNACION DE HONGOS FILAMENTOSOS -
La transformación de hongos filamentosos se basa en la de
S. cerevisiae. La transformación de levadura y sus posibilidades
están ampliamente revisadas en las referencias 47, 154, 280 y
416, entre otras. La transformación de hongos filamentosos se ha
revisado en repetidas ocasiones, refiriéndose sobre todo a A.
nidulans o a ti. crassa, especies de las que se tiene mayor
conocimiento genético y fisiológico. Pueden consultarse las
referencias 23, 90, 118, 141, 322 y 382, entre otras.
3 .A. Generalidades.
Transformación es la introducción artificial de DNA dentro
de una célula para producir un cambio heredable. Es el nexo de
unión entre el análisis in vitro del DNA y su función in vivo.
Como se verá en el apartado 4, el disponer de un sistema eficaz
7
INTRODUCCION
para introducir genes en una cepa es un paso imprescindible para
su mejora por medio de ingeniería genética.
La captura y expresión de DNA exógeno por las células
fúngicas es un fenómeno que ocurre con una frecuencia muy baja,
del orden de 1/100 ó 1/1.000 en el mejor de los casos. Para poder
distinguir las células que han incorporado el DNA de las que no
lo han hecho, es necesario que por lo menos parte del DNA
transformante confiera un fenotipo seleccionable (detectable).
Tal fragmento de DNA se denomina marcador. Se llama
cotransformación a la introducción simultánea de das moléculas
distintas de DNA en una misma célula. En este caso, una de las
moléculas lleva el marcador, mientras que la otra confiere una
característica que no siempre se puede seleccionar directamente,
aunque se puede detectar más tarde en los cotransformantes.
Los vectores que se utilizan para transformar hongos
filamentosos tienen como mínimo el marcador fúngico unido a un
plásmido de E. coli y cortes únicos de restricción para poder
introducir otros genes. El origen de replicación y el marcador
del plásmido procariota sirven fundamentalmente para disponer de
gran cantidad de vector por amplificación en E. coil.
Los marcadores pueden ser de dos tipos principales, según
la forma con la que se seleccionan los transformantes: de
auxotrofía y de resistencia a Los sistemas que emplean marcadores
de auxotrotia se basan en complementar con el alelo silvestre una
mutación previamente establecida en la cepa receptora. Es
frecuente que la mutación sea en genes de la ruta de síntesis de
un aminoácido o una base nitrogenada. Por tanto, la selección de
los transformantes se hace en medio mínimo, ya que sólo las
células que han captado y expresan el marcador pueden crecer en
él (Fig. 4A). Tienen la ventaja de que el marcador puede ser
homólogo o, en muchos casos, de alguna especie filogenéticamente
próxima. Son ejemplos de estos sistemas el basado en la
complementación con el gen homólogo trpC en 9. chrysoqenum [342]
o el basado en la complementación de un mutante pyrG de A.
nidulans con el gen equivalente pyr-4 de ti. crassa [20]. En ge-
8
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Fig. 4.— Seleccion de transformantes se~.in el tipo de marcador. A) Complementacián de auxotrofía. 3) Resistencia
a drogas. e) liso de acetamida.
Abreviaturas: A inhibidor; A~ enzima de resistencia; aa z aminoácido, base nitrogenada o vitamina;
aid = acetamida; Eldasa = acetazidasa; Eaa = enzima; MC = medio completo; U = medio minimo; 5 = sustrato.
Tomado de la referencia 141.
neral, con los sistemas de complementación de auxotrofía se
obtiene una frecuencia de transformación por encima de 50
transformantes/gg de vector o superiores. Presentan el
inconveniente de tener que mutagenizar la cepa receptora ya que,
además de la auxotrofía buscada, se pueden producir otras
mutaciones con efecto negativo sobre la biosíntesis del producto
de interés industrial. Por otra parte, la obtención de auxótrofos
no siempre es factible en especies o estirpes poco estudiadas,
como en el caso de las cepas industriales [322]. El aislamiento
de mutantes auxótrofos puede mejorarse con procedimientos como
9
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la filtración [117]. En ocasiones se pueden seleccionar
directamente estirpes que portan mutaciones con determinados
compuestos. Un ejemplo es el uso del ácido 5—fluororótico para
la selección positiva de cepas con mutaciones que causan la
pérdida de función del gen estructural que codifica para la
orotidina 5’—monofosfato descarboxilasa [41].
Los marcadores de resistencia permiten seleccionar los
transformantes en un medio con una droga a la que la cepa es
sensible (Fig. 4B). Suelen emplear un gen procariota que inactiva
la droga, por lo que la frecuencia de transformación resultante
es baja (0,1-1 transformante/gg de DNA). Cuando el gen de
resistencia se pone bajo el control de un promotor fúngico
adecuado, la frecuencia aumenta, aunque en general no supera los
20 transformantes/gg de DNA. Son ejemplos de estos sistemas los
basados en la selección por resistencia a los aminoglucósidos
0418 [300] o higromicina B [315, 357] para transformar O.
acremonium. La ventaja que presentan los sistemas de
transformación y selección por resistencia es que se pueden usar
directamente en las cepas industriales sin necesidad de
introducir más mutaciones.
En ocasiones el gen de resistencia es de origen fúngico. Tal
es el caso de los marcadores que confieren resistencia a
oligomicina [407] o a benomilo [287], que son variantes alélicas
de genes que insensibilizan frente a la droga usada en la
selección -
Existe un tercer tipo de marcador, que es el gen amdS de A.
nidulans (Fig. 4C). Este gen codifica para una acetamidasa que
confiere la capacidad de usar acetamida cono única fuente de
carbono y/o nitrógeno. Se ha empleado para transformar estirpes
de A. nidulans con una deleción completa del gen citado [380],
o bien para transformar cepas de otras especies, como P.
chrysogenum, que son incapaces de catabolizar la acetamida [38].
La información genética introducida en los hongos
filamentosos puede mantenerse dentro de la célula de modo
replicativo (independiente del genoma) o integrándose en algún
10
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cromosoma, de modo análogo a como se produce en levadura. Desde
el punto de vista industrial es preferible la transformación
integrativa, ya que es más estable y no es necesario mantener la
presión selectiva durante la fermentación. La transformación
replicativa, sin embargo, tiene la ventaja de que se pueden
donar genes por complementación directa más fácilmente, como se
verá en el apartado 3.C. Aunque hay excepciones, en la mayoría
de los hongos filamentosos el DNA transformante se integra en el
genoma. Debe mencionarse la secuencia ans—l de A. nidulans que,
aunque no produce replicación autónoma en el hospedador homólogo,
aumenta 50—100 veces la frecuencia de transformación integrativa
[21]. Esta secuencia también aumenta la frecuencia de
cotransformación [89] y ha servido para elaborar un sistema de
transformación muy eficaz en 1’. chrysogenum [62].
Los tipos de integración del vector que se han detectado en
hongos filamentosos son los mismos que se describieron
originalmente en levadura [171] (Fig. 5). El tipo 1 supone un
sobrecruzamiento entre el marcador y la zona homóloga
correspondiente del genoma, con la consiguiente duplicación
génica adyacente. Se produce una integración denominada homóloga.
En el tipo II se produce una integración heteróloga (también
llamada ectópica) debido a un suceso de recombinación ilegítimo,
en el que aparentemente no hay relación de homología entre el DNA
del vector y el genoma. El tipo III es equivalente a una
conversión génica y da como resultado la sustitución del alelo
residente por el marcador, fenómeno que se supone debido a dos
sobrecruzamientos en la zona homóloga. También se puede llegar
a una integración de tipo III si se produce un segundo
sobrecruzamiento entre las zonas homólogas duplicadas en una
integración de tipo 1, con la posterior escisión de material. En
hongos filamentosos es relativamente frecuente que haya más de
una copia de vector en cada transformante de los tres tipos
mencionados, e incluso varias copias integradas unas a
continuación de otras (en tándem). Se ha demostrado que en la
integración de tipo II en S. cerevisiae también interviene la ho—
11
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Fig. 5.- Destino del vector en la transtormacion integrativa de hongos filamentosos y levaduras.
En la parte superior se esquematizan los tipos de integración posibles según la interpretación que se
hace por el método de Southern, que se muestra en la parte inferior de la tigra.
La línea de puntos representa el gen~ma; la caja hueca, el arcador insertado en un plásuido procariota
(línea sencilla). La región genóiica homóloga con respecto al marcador se ha representado como una caja rayada.
ks triángulos indican cortes idénticos de restricción, y las aspas, el lugar por donde se produce el.
sobrecruzamiento. Explicación en el texto.
Simplificado a partir del trabajo de Hinnen et al. [171].
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mología, y en general se observa que los hongos filamentosos
dependen menos que la levadura de secuencias homólogas para la
integración del vector [118].
3.B. Metodología.
La mayoría de los protocolos de transformación de hongos
filamentosos emplean protoplastos para que las células sean
competentes a la entrada del DNA. Esto implica degradar la pared
celular con una o varias enzimas líticas (Fig. 6). La digestión
y todas las manipulaciones posteriores deben hacerse con una
presión osmótica determinada (0,5—2,4 osmolar) para no romper la
célula, que queda protegida únicamente por la membrana
plasmática. Como estabilizador osmótico se emplean sales o
azúcares. En la liberación de protoplastos a partir de micelio
y su viabilidad posterior influyen factores como, por ejemplo,
edad del micelio, medio de cultivo en el que ha crecido, tipo de
enzima lítica y tiempo de incubación con ella, tipo y
concentración de estabilizador osmótico, etc [91, 402].
Los protoplastos se purifican de los restos de micelio sin
digerir y se lavan por centrifugación para eliminar la enzima
lítica. A continuación se concentran en un volumen pequeño (0,1—1
mL) y se incuban con el DNA transformante, un tampón y cloruro
cálcico para permeabilizar la membrana plasmática (Fig. 6). En
general se usan 101—5x108 protoplastos y 1—20 gg de DNA. La
adición posterior de polietilénglicol produce aglomeración y
fusión de protoplastos, con lo que presumiblemente se facilita
la entrada del DNA transformante en el interior celular. Por
último, la mezcla se siembra en placas de medio selectivo con
estabilizador osmótico (ver apartado 3.A y Fig. 4).
Es importante hacer en paralelo un experimento de control
sin DNA. Con ello se puede establecer si en los sistemas que
emplean marcadores de auxotrofia existe reversión de la cepa
receptora, y en los sistemas que emplean la selección por resis—
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Ng. 6.— Esquema de un protocolo general para transformar protoplastos de hongos filatentosos. Tomado de González
y Ratn [lU].
tencia, si aparecen resistentes espontáneos.
Al cabo de algunos días, los protoplastos que han captado
el DNA y pueden expresarlo regeneran la pared, se multiplican y
fornan una colonia. De las colonias regeneradas se hacen réplicas
en medio selectivo y no selectivo para comprobar la estabilidad
del fenotipo. Puede existir una proporción de clones que pierden
el fenotipo transformante después de varias réplicas y que se
denominan transformantes abortivos. La última comprobación de
estabilidad debe hacerse a partir de un número grande de esporas
producidas en medio no selectivo. En general la estabilidad
mitótica de los clones transformados es alta, pero cuando tiene
lugar la meiosis —en su caso—, la estabilidad es menor [118].
El análisis para determinar qué tipo de integración tienen
TRANSFORMACIÓN DNA vedo’
PEG
CaCI,
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los transformantes (ver apartado 3.A y Fig. 5) se lleva a cabo
extrayendo el DNA total, cortándolo con enzimas de restricción
y haciendo una transferencia de Southern [369]. Como sondas
radiactivas se utilizan distintos fragmentos del vector [171].
Para saber en qué cromosoma se ha integrado el DNA transformante
se puede recurrir a análisis genético formal o a técnicas
moleculares, como la electroforesis en campo pulsante.
Existen variaciones con respecto a lo que sería un método
general de obtención y transformación de protoplastos como el
apuntado más arriba (Fig. 6). Se ha descrito la transformación
de protoplastos por electroporación [139,408], sin aumento
sustancial de la frecuencia obtenida. También se ha comunicado
un protocolo de transformación con el DNA encapsulado en
liposomas, que consigue una frecuencia 20—40 veces superior con
respecto a los controles sin encapsular [319]. Una alternativa
a la preparación de protoplastos es la transformación de
germinulas de ti. crassa mediada por iones alcalinos [100].
3.C. Aplicaciones -
En el ámbito de mejorar la producción de antibióticos <ver
apartado 4), la transformación tiene tres aplicaciones
principales que se comentan a continuación.
1) Confinar la función de un gen donado. La
complementación de una mutación previamente caracterizada con el
alelo silvestre respectivo permite corroborar la función de un
gen aislado. Como ejemplo puede mencionarse el caso del gen cetG
de O. acremonium [157, 255]. En estos casos, no obstante, es
importante considerar que el fenotipo mutante pueda revertirse
por supresión extragénica. Para distinguir estas posibilidades
se pueden utilizar mutaciones debidas a aberraciones cromosómicas
como deleciones o inversiones. El hecho de que un fragmento de
DNA que complementa un determinado fenotipo mutante detecte la
15
INTRODUCCION
aberración cromosómica cuando se usa como sonda en experimentos
de hibridación, es una demostración formal de que el fragmento
donado contiene el gen en estudio y no un supresor extragénico.
Si se supone cierta función para un gen donado, se puede
generar un alelo de pérdida de función. Para ello se hace una
construcción in vitro en la que el gen en estudio está
interrumpido por el marcador. Una integración de tipo III (con
respecto al gen donado) permite obtener transformantes con un
alelo nulo por inactivación génica. El análisis de los
transformantes y el estudio del fenotipo confirma la función del
gen en cuestión. De este modo se demostró la donación del gen
pcbAB de O. acremonium [175].
2) donación directa. Los sistemas de transformación de
hongos pueden ser una alternativa frente a otros métodos para
donar un gen. La donación directa se basa en complementar la
mutación de una cepa fúngica con una genoteca. Para ello son
necesarios dos requisitos. En primer lugar, debe obtenerse una
frecuencia suficientemente alta de transformación, de modo que,
usando cantidades manejables de la genoteca, se pueda disponer
de un número apropiado de clones transformados para tener una
representación estadística del genoma. En segundo lugar, es
necesario que el DNA transformante con el gen responsable de la
complementación se pueda recuperar fácilmente.
Si se fija una probabilidad del 99 % para tener una
representación estadística del genoma de O. acremonium (22.500
]cb [358]), se necesitan unos 10.500 ó 21.000 clones al azar
procedentes de una genoteca construida en plásmidos (con un
inserto medio de 10 ó 5 kb, respectivamente); y 2.300 clones si
se emplea una genoteca en cósmidos (considerando un inserto medio
de 45 kb) [80]. Por tanto, los esfuerzos iniciales para donar
directamente en hongos filamentosos se dirigieron, o bien hacia
aumentar la frecuencia de transformación con vectores
plasmídicos, o bien a usar genotecas con insertos grandes, como
las construidas en cósmidos [195].
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Los vectores con replicación autónoma en levadura permiten
obtener una frecuencia alta de transformación (í0~—í0~
transformantes/~g DNA) y su recuperación es sencilla, mediante
extracción y transformación de E. coli. En hongos filamentosos,
como se ha señalado en el apartado 3.A, la transformación suele
ser integrativa. Aunque inicialmente se describieron secuencias
que en parte conferían replicación autónoma del vector en
Neurospora crassa y Podospora ansarina [322], el primer ejemplo
de donación directa en hongos filamentosos empleando un vector
replicativo se comunicó en Mucor circineilloides [397]. En los
últimos años se han aislado varias secuencias con capacidad de
replicación autónoma en hongos filamentosos, que en ocasiones se
han usado para donar genes directamente, por complementación del
mutante receptor apropiado [ctr., p. ej., 5, 133, 167, 213, 325
y referencias que allí se citan].
La complementación directa también se puede llevar a cabo
con vectores integrativos. En Aspergillus niduilans, por ejemplo,
los plásmidos [196] o los cósmidos [419] sufren desrecombinación
—con una frecuencia baja, pero detectable— y quedan libres
espontáneamente, por lo que su recuperación es similar a la de
los vectores con replicación autónoma. En otros casos es
necesarto digerir con enzimas de restricción total o parcialmente
el DNA extraído de los transformantes complementados, tratarlo
con DNA ligasa y transformar E. ccli para recuperar los plásmidos
de interés [22].
Tanto con vectores replicativos como con vectores
integrativos, el DNA transformante que se recupera puede estar
reorganizado. En el caso de vectores integrativos, además, la
recuperación por digestión, ligación y transformación de E. coli
no siempre es posible [118]. Una alternativa para aislar los
plásmidos o cósmidos de interés es la transformación del mutante
en rondas sucesivas, usando grupos de clones genómicos en los que
aumenta progresivamente la frecuencia relativa del gen buscado
(sib selection). De este modo no es necesario recuperar el DNA
transformante a partir de la cepa fúngica, puesto que el gen
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responsable de la complementación se va asociando a subdivisiones
de la genoteca en E. coili en las que la complejidad es cada vez
menor. Este método se ha aplicado para donar genes por
complementación de mutaciones de ti. crassa con genotecas
construidas en plásmidos [2] o en cósmidos [404].
3) Estudio y alteración de la regulación génica. Es la
aplicación principal de los sistemas de transformación y obliga
a tratar, a su ver, de varios métodos.
a) Aumento de dosis génica. La producción de un metabolito
se puede aumentar introduciendo en una cepa múltiples copias de
los genes implicados en su síntesis. Así ha ocurrido, como se
verá en el apartado 4, con algunos genes estructurales
directamente relacionados con la biosíntesis de antibióticos 13-
lactánicos.
Si se aumenta el número de copias de una región de DNA con
actividad reguladora en cis, se pueden titular proteínas
reguladoras de transcripción que estén en cantidades limitantes
y reconozcan dichas secuencias. De este modo se llega a delimitar
con cierta precisión la secuencia de unión con la proteína
reguladora [176, 177].
tú sustitución génica. Permite cambiar un alelo del genoma
por otro alelo manipulado in vitro que codifique para una
proteína con características distintas de la original, incluso
que no tenga actividad. El gen sustituido puede ser estructural
o regulador. Posteriormente se estudia el efecto de tal cambio
en los transformantes. La utilidad de este método radica en
construir y sustituir aleles que, por ejemplo, codifiquen para
una proteína que no muestre inhibición por producto final; o
genes inactivados para que se produzca la acumulación de un
determinado producto o se derive una vía metabólica; o genes con
el promotor alterado para que tengan una regulación diferente.
El caso intuitivamente más sencillo para practicar una
sustitución génica sería obtener una integración de tipo III,
siempre que el alelo usado tenga selección dominante [266].
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También se puede emplear la cotransformación [410]. Un tercer
procedimiento es la sustitución en dos pasos. Esta última técnica
implica que en primer lugar se produzca una integración de tipo
1 con la consiguiente duplicación génica. La recombinación
posterior entre las zonas homólogas duplicadas escinde el
marcador y el plásmido procariota, dejando el genoma receptor con
la sustitución deseada en ocasiones [266].
c) Fusión génica. La fusión de un promotor -normalmente
homólogo— con un gen —normalmente heterólogo— permite modular la
expresión de este último en los clones transformados. La fusión
génica tiene, a su vez, varias aplicaciones. El caso más sencillo
es el de poder disponer de vectores eficaces para transformar por
resistencia a drogas, como se señaló en el apartado 3.A. La
fusión génica también se pueden llevar a cabo para facilitar la
expresión de un gen heterólogo que confiera características de
interés en la cepa de producción como, por ejemplo, la
introducción de nuevas rutas biosintéticas [185] o el uso de
nutrientes más baratos. Otro caso importante es el de poner genes
estructurales homólogos responsables de la síntesis de un
determinado metabolito bajo el control de un promotor fuerte. Por
último, la fusión entre el promotor de un gen en estudio y un gen
con actividad fácilmente cuantificable, como la 8—galactosidasa
de E. ccli, hace posible el análisis de la regulación del
promotor —alterado o no iii vitro— en los transformantes [159].
d) Cilonación de promotores. Si se construye una genoteca
donando fragmentos genómicos al azar en el extremo 5’ de un gen
de resistencia sin promotor y se transforma, los clones
resistentes suelen albergar una fusión entre secuencias con
actividad promotora y el gen de resistencia mencionado. En el
caso de vectores replicativos, la recuperación es sencilla [132,
143, 226, 346], como se ha mencionado al tratar de la donación
directa. En el caso de vectores integrativos se puede recurrir
a hacer una genoteca del transformante en fagos. Para aislar la
fusión entre el promotor y el gen de resistencia se sondea la
genoteca en fagos con secuencias del vector en el que construyó
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la primera genoteca mencionada [388]. Otra posibilidad para
recuperar fragmentos con actividad promotora es cortar el DNA de
los transformantes con un enzima de restricción apropiado,
tratarlo con DNA ligasa y transformar E. ccli. La extracción de
los plásmidos de la bacteria y la retranstormación del hongo
permite identificar y tener aislados promotores eficaces [187].
Los promotores aislados pueden ser útiles tanto en vectores de
transformación como en vectores de expresión, mediante fusiones
génicas.
e) donación de alelos mutantes. Cuando se transforma una
cepa mutante con el alelo silvestre, si se produce una
integración de tipo 1 y tras un suceso de desrecombinación como
el anteriormente mencionado, se pueden recuperar el alelo
silvestre o el alelo mutante [196]. Hay que destacar que para
ello no es necesario disponer de una genoteca de la estirpe
receptora.
4 a TECNICAS DE DNA RECOIIBINANTE EN LA FABRICACION DE ANTIBIOTICOS
0—LACTANICOS.
La productividad de una fermentación —y por tanto, la
reducción de sus costes- depende de tres factores relacionados:
las características genéticas de la cepa, su estado fisiológico
(condicionado por el medio de cultivo, temperatura, modo de
operación, etc.) y variables propias de la ingeniería. Para
aumentar la productividad debe incidirse -siempre que sea
posible— en los tres factores simultáneamente, y lograr así un
resultado económico óptimo. Hay, a su vez, tres formas de mejorar
genéticamente los microorganismos industriales: mutagénesis,
recombinación in vivo e ingeniería genética (=técnicas de DNA
recombinante). Cada una tiene sus ventajas y en ocasiones pueden
usarse coordinadamente para mejorar la fermentación [24].
El método empleado históricamente, y que se sigue usando en
la actualidad, es la mutagénesis y selección de mutantes que
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proporcionan mayor titulo de antibiótico. Tiene la ventaja de que
se requiere poco conocimiento genético y fisiológico de la rutas
implicadas en la síntesis del producto de interés. A medida que
ha avanzado tal conocimiento se han establecido criterios de
selección racionales, basados en el uso de análogos estructurales
o la resistencia a metales pesados, por ejemplo. Los
procedimientos están automatizados y sujetos a control
estadístico, de modo que permiten mejorar las cepas de forma
presumiblemente rápida. Los títulos de las cepas productoras de
penicilina han aumentado 4.000—5.000 veces desde que se empezó
a aplicar esta técnica en la década de los años cuarenta, junto
con medios de cultivo más apropiados y un diseño óptimo de la
fermentación [310]. Es difícil conocer el título de las cepas
industriales, puesto que se considera secreto empresarial. En la
fermentación de penicilina es posible que actualmente se obtengan
concentraciones superiores a los 50 g/L [252]. La fermentación
para obtener cefalosporina C es menos eficaz que la de
penicilina. Como dato orientativo, la cepa silvestre de C.
acremonium produce entre 10 y 600 mg de cefalosporinas/L [255,
276], mientras que la cepa semi—industrial C—l0 produce 18 g/L
en matraz agitado [349]. La empresa Panlabs, dedicada a
suministrar cepas y técnicas de fermentación a las industrias
correspondientes, parte de una cepa de O. acremonium para su
mejora posterior capaz de producir 25 g de cefalosporinas/L a los
6 días en fermentadores de 500 L. La mejora de cepas por medio
de mutagénesis está revisada en las referencias 316, 331 y 332,
entre otras.
La recombinación in vivo, junto con la mutagénesis, se
emplea para construir cepas con diferentes combinaciones alélicas
de distintos genes que mejoren la producción. Como se ha
mencionado en el apartado 2, se pueden obtener recombinantes de
O. acremonium mediante fusión de protoplastos. De este modo es
relativamente sencillo combinar cepas que no están muy bien
caracterizadas bioquímica o genéticamente [40]. Presenta el
inconveniente de tener que introducir mutaciones (normalmente de
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auxotrofia) en las estirpes que se quieren cruzar, lo que suele
llevar asociado un efecto negativo sobre la producción de
antibiótico. Si bien esta técnica ha servido para obtener una
cepa de P. chrysogenum en la que se eliminaron características
indeseables de los parentales (231], los resultados con O.
acremonium han sido más limitados [296].
La mejora que se obtiene en las cepas de producción mediante
técnicas de mutagénesis y selección tiende a ser cada vez menor.
En la actualidad se piensa que podrá ser ventajoso desde el punto
de vista económico recurrir a la Biología molecular [360]. Para
mejorar las cepas con técnicas de DNA recombinante son necesarios
tres requisitos principales: conocer los factores que limitan la
síntesis del producto de interés; tener donados los genes
responsables para estudiarlos y manipularlos in vitro; y disponer
de un sistema de transformación con el que introducir los genes
en la misma cepa o en otra distinta. La ingenieria genética
presenta la ventaja de que las modificaciones pueden hacerse de
forma precisa —hasta el nivel de un nucleótido—, y carece de los
inconvenientes de tener que exponer un genoma equilibrado a una
dosis grande de mutágeno o al cruzamiento con otro genoma no del
todo compatible.
Además de los genes implicados en la síntesis de
cefalosporina C que se mencionaron en el apartado 2, se conoce
la secuencia de los genes pcbAfl de A. nidulans [246] y P.
chrysogenum [103, 366]; pcbC de A. nidulans [324, 409] y E.
chrysc’genum [28, 67]; y penDE de A. nidulans [272, 384] y E.
chrysogenum [30]. En ambas especies los genes forman una
agrupación (cluster) en el orden pcbAB-pcbc-penflE, en la que la
transcripción es divergente entre los genes pcbAB y pcbd, y en
el mismo sentido en los genes pcbd y penDE.
Los genes para la síntesis de cefamicina C también están
agrupados en bacterias [54, 75, 86, 385]. Se supone que la
mayoría de los genes estructurales implicados en la síntesis de
antibióticos 13-lactámicos se transfirieron horizontalmente de un
procariota a hongos de los que derivaron E. chrysogenum, A.
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nidulans o O. acremonium [228, 305; revisado en 1 y 307].
En los procariotas que sintetizan antibióticos IS—lactámicos
se considera que el primer gen estructural de la ruta es el gen
mt (lisina e—aminotransferasa), ya que el ácido L—a—aminoadípico
no es un intermediario obligado en la síntesis de lisina, como
en hongos filamentosos [1]. Están secuenciados (siquiera en
parte) todos los genes estructurales de Streptomyces clavuligerus
—y en algunos casos, de otras especies procariotas— implicados
directamente en la síntesis de desacetil—cefalosporina C: Iat
[84, 385]; pcbAB [85, 385]; pche [129, 234, 351, 352, 409]; cefD
[220]; celE [219]; y ce.fF [221].
La aplicación de las técnicas de DNA recombinante en la
fabricación de antibióticos 8—lactámicos, además de poder mejorar
la productividad de las cepas (y por tanto, el método de
producción existente), tiene una opción más importante: la
obtención de antibióticos nuevos. Las posibilidades que ofrece
la ingeniería genética se pueden dividir en cuatro apartados que
se tratarán a continuación.
1) Aumento de la productividad.
La producción de un metabolito se puede potenciar, en
principio, incrementando la transcripción de los genes
estructurales directamente implicados en su síntesis. Para ello
se puede aumentar la dosis génica, usar promotores fuertes o
alterar —en sentido amplio— los mecanismos de regulación de la
ruta.
Algunas de las cepas industriales empleadas en la producción
de penicilina tienen una zona de 35—40 kb amplificada entre 8 y
16 veces con respecto a la cepa silvestre en la que están
incluidos los genes pche y penDE [29, 365], por lo que
posiblemente también esté incluido el gen pcbA.B. La cantidad de
mensajero del gen pche es 32—64 veces mayor que el de la cepa
silvestre, lo que indica que la transcripción está desregulada
en estas estirpes industriales [365]. En O. acreznonium no se ha
descrito tal amplificación en el DNA, aunque sí se ha comunicado
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la mayor cantidad del mensajero del gen pobO en cepas con alta
productividad de cefalosporina [225]. Además, se han descrito
polimorfismos en la zona del gen pche [363] y en el DNA
ribosómico [405], lo que prueba que en las cepas industriales ha
habido reorganizaciones en los cromosomas.
El aumento del número de copias del gen pche no ha logrado
mejorar la producción de antibiótico en transformantes de A.
nidulans, 1’. chrysogenum o O. acremonium en distintos
laboratorios. Sin embargo, se ha conseguido un aumento medio de
un 15% de cefalosporina C en una cepa industrial de O.
acremoniurn, al introducirle un fragmento de DNA con una copia
adicional del gen ce.tEF (en el que también iba incluido el gen
cetG, como se ha sabido posteriormente [2553). El aumento de
cefalosporina C ocurre en detrimento de la concentración de
penicilina N y desacetoxi-cefalosporina C. La cepa mejorada puede
emplearse en fermentadores piloto de 150 L [359].
La presencia de un 10-20% de desacetil—cefalosporina C en
las fermentaciones de O. acremonium es un inconveniente que
dificulta la purificación de la cefalosporina O y disminuye la
calidad del 7-ACA obtenido más tarde [242]. El tránscrito del gen
cefG es poco abundante [157]. El aumento de dosis del gen cetG
ha permitido obtener transformantes de la cepa silvestre de O.
acremonium que producen hasta tres veces más cefalosporina O,
aunque no se detalla si este incremento va acompañado de la
disminución de desacetil-cefalosporina C [255].
También se han conseguido transformantes de It chrysogenumn
con copias adicionales de los genes pobO y penDE que producen
hasta un 40% más de penicilina y. si bien estos experimentos
tampoco se han llevado a cabo con una cepa industrial ni se han
pasado a escala de fermentador [398].
2) Regulación génica.
El aislamiento, estudio, manipulación y reintroducción de
genes relacionados con la síntesis de antibióticos B—lactámicos
será, en último término, más importante que la obtención de
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transformantes con múltiples copias de los genes estructurales
para aumentar la productividad (dr, el apartado anterior y el
epígrafe 3.C sobre aplicaciones de la transformación). Deberán
estudiarse genes implicados en suministrar más precursores del
metabolismo primario o del medio de cultivo a la ruta
biosintética, así como los genes reguladores de todos estos
circuitos [180, 244, 403]. Estudiar los promotores de los genes
estructurales ya donados es el primer paso para conocer los
mecanismos moleculares que regulan la síntesis de estos
antibióticos y poder alterarlos posteriormente de forma
controlada.
Aunque A. niduilans produce poca penicilina, la ruta
biosintética y la organización de los tres genes implicados son
idénticas a las de P. chrysogenum y común a C. acrernonium hasta
la formación de isopenicilina N. La genética clásica y molecular
de A. nidulans están muy desarrolladas y posee gran variedad de
rutas metabólicas, lo que hace de esta especie un organismo
modelo para los estudios de regulación génica en general [6, 92],
y en particular del control genético de los genes estructurales
directamente implicados en la producción de penicilina [324;
ampliamente revisado en la referencia 244].
En A. nidulans existen como mínimo dos circuitos de
regulación en la síntesis de penicilina. En primer lugar, tanto
el gen pche [304] como los demás genes estructurales de la ruta
[245] están regulados al menos a nivel de transcripción. Se ha
demostrado que existe un control temporal en la expresión del gen
pche mediante análisis del tránscrito por el método de Northern
[304] o con fusiones génicas pcbd’::’IacZ [140], siendo máximo
el nivel estacionario del mensajero durante las fases tardías del
ciclo de crecimiento, Posteriormente se ha demostrado que el gen
pche está sujeto a represión por catabolito de carbono. De este
modo, el control temporal de la expresión puede explicarse por
la desrepresión de la transcripción cuando la concentración de
una fuente de carbono represora disminuye por debajo del umbral
necesario para causar dicho efecto [115].
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Un segundo circuito de regulación está mediado por las aguas
de maceración de maíz (corn steep liquor, CSL). El CSL es un
subproducto heterogéneo con vitaminas, minerales, aminoácidos y
otros compuestos que se añade en las fermentaciones industriales
de antibióticos 6—lactámicos para aumentar su rendimiento [227,
268). La adición de CSL estimula la transcripción de los tres
genes estructurales directamente involucrados en la síntesis de
penicilina [245, 306, 307].
En O. acremonium también se ha demostrado que la regulación
del gen pcbd ocurre a nivel de transcripción [362]. Se ha
determinado con cierta aproximación la zona en que comienza a
transcribirse el gen pcbAB (156) y se han mapeado con precisión
los puntos de inicio de transcripción de los genes pobO [362] y
cefG [255].
3) Obtención de nuevos compuestos B--lactámicos por
fermentación.
Aunque la mayoría de las cefalosporinas de uso clínico se
obtienen a partir de cefalosporina O y a través del ácido 7-
aminocefalosporánico (7—ACA) —como se mencionó en el apartado 1
de esta Introducción—, en ocasiones se emplea el intermediario
7-amino—desacetil—cefalosporánico (7—ADIdA). También se puede
partir de cefamicina O e incluso de penicilina. Si se parte de
penicilina, el intermediario empleado es el ácido 7—amino—
desacetoxi-cefalosporánico (7—ADCA 6 7-ADOCA) [revisado en 52 y
166]. En cualquiera de los casos mencionados, estas conversiones
se hacen por métodos químicos, con un coste alto y un problema
medioambiental debido a los solventes utilizados. Existen
procedimientos enzimáticos o mixtos quimico—enzimáticos para la
conversión de cefalosporina O en 7—ACA [oIr. 76, 181, 183, 185,
257, 360, 391 y referencias allí citadas], que posiblemente se
estén implantando en la industria. Una vía alternativa para
obtener los intermediarios de síntesis directamente en los caldos
de fermentación es la introducción de nuevas rutas biosintéticas
en las cepas productoras de antibióticos B—lactámicos.
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Se ha conseguido la producción de 7—ACA [185] o de 7-ADICA
[127] en transformantes de O. acremonium, aunque en unas
concentraciones que todavía no permiten el paso a la escala
industrial. Para ello se introdujeron los genes de la D—
aminoácido oxidasa de Fusarium solani y la cefalosporina acilasa
de Pseudomonas diminuta bajo el control del promotor y el
terminador del gen alp de O. acremonium, que codifica para la
proteasa alcalina.
Se ha propuesto un procedimiento mixto (biosintético y
enzimático) para la obtención de 7-ADCA. Tal esquema supondría
introducir el gen celE (penicilina N expandasa) en cepas de P.
chrysoqenum. Suministrando ácido fenoxiacético se podría obtener
desacetoxi—cefalosporina y, fácilmente extraible de los caldos
de fermentación con métodos similares a los desarrollados para
la penicilina G 6 V. A partir de desacetoxi—cefalosporina V se
podría obtener 7-ADCA por vía enzimática [180]. Como paso
preliminar se han conseguido transformantes de 1’. ohrysogenum que
expresan el gen celE de S. clavuligerus y producen desacetoxi—
cefalosporina C bajo el control del promotor del gen pche de
origen fúngico. Se espera que modificando in vitro el gen catE
se pueda lograr que la penicilina N expandasa acepte mejor la
penicilina V que su sustrato natural [65].
También se ha comunicado la producción de desacetoxi—
cefalosporina e en transformantes de una cepa industrial de 1’.
chrysogenum, introduciendo los genes ce!D y celE de S.
clavuligerus. El gen oe.tD se puso bajo el control del promotor
y el terminador del gen pche de P. ch.rysogenum, y el gen catE,
bajo el control del promotor y el terminador del gen penDE del
mismo origen [66]. Por vía enzimática se podría eliminar la
cadena lateral de a-aminoadipico y obtener ácido 7-ADCA
posteriormente [360]. Para mejorar la baja producción de
desacetoxi—cefalosporina O en los transformantes ser:La necesario
eliminar la actividad acil—transferasa (gen penDE), de modo que
no hubiese competencia por la isopenicilina N entre ambas rutas.
El problema que surge es poder anular el gen penDE, presente en
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múltiples copias en las cepas de producción. Ante tal situación,
se propone expresar RNAs complementarios (antisense) al
tránscrito del gen citado [66].
La introducción del gen penDE de P. chrysogenum en C.
acremonium permite obtener penicilina G en los transformantes
[155]. Estos intentos de combinación y manipulación de rutas
biosintéticas abren la posibilidad futura de fabricar
antibióticos nuevos (ver también el siguiente apartado), de modo
similar a como se a llevado a cabo en especies de Streptomyces
[119, 173].
4) Ingeniería de enzimas.
El hecho de tener donados los genes implicados en la
síntesis o modificación de antibióticos 5—lactámicos permite
sobreexpresarlos en E. ccli para disponer de gran cantidad de
enzima, que se puede purificar más fácilmente. El gen en cuestión
puede estar mutagenizado de forma precisa in vitro. Con ello
surgen dos posibilidades importantes. La primera es poder
emprender estudios básicos y aplicados de las enzimas
involucradas en la síntesis de estos antibióticos. La segunda
posibilidad es recurrir a la técnica de las enzimas inmovilizadas
para la producción industrial [193].
Se ha sobreproducido en E. cvii la proteína de los
siguientes genes: iat de a. ciavuiigerus [385]; pcbO de O.
acremonium [18, 19, 292, 337], P. chrysogenum [19, 671, A.
niduians [19, 324, 409], o de diversas especies de bacterias
[111, 194, 229, 4093; ceffD [220], celE [219] y cel’F [221] de S.
ciavuligerus; cefEE de C. acremonium (339]; y penDE de P.
chrysogenum [384]. También se han sobreexpresado en E. coli otros
genes relacionados con la obtención de 7—ACA por vía enzimática
[181, 183, 256, 360 y referencias allí citadas].
Se han llevado a cabo estudios para determinar la estructura
tridimensional, la localización del centro activo, el mecanismo
de reacción o los distintos sustratos que pueden aceptar estas
enzimas. La isopenicilina N sintetasa [15] y la penicilina N
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expandasa/hidroxilasa [16] de C. acremonium producidas en E. cotí
aceptan y procesan los sustratos del mismo modo que las enzimas
fúngicas. En la isopenicilina N sintetasa de O. acremonium
obtenida a partir de E. coli se ha determinado el papel de dos
restos de cisteina —conservados en todas las proteínas de este
tipo que se conocen- en la actividad y la estabilidad del enzima
[222, 338]. Muchos estudios sobre los sustratos que aceptan estas
enzimas —y por tanto, la síntesis de antibióticos nuevos— son
anteriores a la donación y sobreexpresión de los genes
correspondientes [consultar las revisiones 17, 180, 244, 253,
282, 360 y 414].
Los genes donados y alterados por mutagénesis dirigida
podrían dar lugar a enzimas con mayor estabilidad, mayor
actividad o una especificidad alterada para aceptar sustratos
distintos de los que reconocen naturalmente. Las cepás
transformadas con los genes modificados podrían conseguir
fermentaciones más eficaces u obtener compuestos B—lactámicos
nuevos dependiendo de los sustratos añadidos [317].
Las enzimas, modificadas o no, pueden usarse inmovilizadas
en reactores para llevar a cabo: A) biosíntesis directa, con
sustratos naturales o artificiales que no permean las células o
que compiten con otra ruta metabólica; E) semisintesis,
sustituyendo pasos que actualmente sólo se pueden hacer por vía
química y que resultan costosos; C) obtención de nuevos núcleos
13—lactámicos, con actividad antibiótica per se o como punto de
partida para su modificación química. En cualquiera de los casos
surge la posibilidad de fabricar antibióticos nuevos, lo que
puede ser una alternativa importante frente a su búsqueda en el
medio natural <screeningj, en donde cada vez será más difícil
encontrarlos [403].
En la fabricación de antibióticos B—lactámicos se tiene
experiencia con las penicilina—acilasas inmovilizadas. Estas
enzimas catalizan la formación de ácido 6-aminopenicilánico (6-
APA) a partir de penicilinas [350]. El gen correspondiente de
varios microorganismos está donado [dr. 203, 394 y referencias
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allí citadas]. El 6-APA es el compuesto de partida para la
síntesis química de las penicilinas semisintéticas de uso clínico
[166, 243]. Se ha apuntado la posibilidad de modificar los genes
de las penicilina—acilasas para lograr actividad cefalosporina
C—acetil hidrolasa y obtener de este modo el intermediario de
síntesis 7—ACA a partir de cefalosporina C por vía enzirnática
[394].
Los antibióticos B—lactámicos no sólo actúan como agentes
antiinfecciosos, puesto que también interaccionan con las células
eucariotas causándoles muy pocos efectos tóxicos [277]. Basándose
en este hecho se les han buscado otros usos clínicos distintos
de la terapia antibacteriana que se ha empleado hasta ahora. Por
ejemplo, las cefalosporinas modificadas en el sustituyente del
carbono 4 inhiben la elastasa de leucocitos, una enzima que
degrada la elastina y que es el principal agente en la inducción
del enfisema pulmonar [104]. Si se consigue mantener la baja
toxicidad de los antibióticos 8-lactámicos, queda patente la
utilidad de contribuir a manipular su síntesis con técnicas de
DNA recombinante [317].
5. ANTECEDENTES, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.
Cuando se empezó este estudio se habían desarrollado y
patentado dos sistemas para transformar O. acremonium: por
resistencia a higromicina B mediante el gen HPT (higromicina B
fosfotransferasa) [71, 72, 315] y por resistencia a G418 mediante
el gen que confiere resistencia a kanamícina/neomicina/0418
(aminoglucósido 3’—fosfotransferasa 1) del Tn9OS [298—300]. Estos
dos sistemas de transformación fueron los primeros en describirse
para hongos productores de antibióticos B—lactámicos de interés
industrial.
El inconveniente que presentaban ambos procedimientos era
que se obtenía una frecuencia muy baja de transformación (<1
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transformante/gg de DNA). Con esta frecuencia resultaban
impracticables manipulaciones como, por ejemplo, complementar
mutantes de C. acremonium con una genoteca, hacer interrupciones
génicas como se había descrito en ti. crassa E 290] o hacer
sustituciones génicas como se había comunicado en A. nidulans
[266]. En el sistema basado en la selección con 0418 aparecían
falsos positivos, fenómeno que disminuía (aunque no era
totalmente eliminado) al insertar el promotor de la alcohol
deshidrogenasa de levadura en fase con el gen de resistencia. La
inclusión de secuencias de O. acremonium que confieren
replicación autónoma en levadura (ARS) no aumentaba la frecuencia
de transformación en ninguno de los dos sistemas mencionados ni
producía replicación autónoma del vector.
Para mejorar la eficacia de transformación se ~lanteó el
objetivo global de elaborar otro sistema, donando algún gen
propio de C. acremonium. El procedimiento podía basarse en la
complementación de mutantes auxótrofos o en la resistencia a
drogas. En este último caso, el método podría aplicarse a otras
cepas de esta especie sin necesidad de obtener mutantes
receptores. Se eligió en gen estructural que coditica para la
orotidina 5’—monofosfato descarboxilasa (OMPdecasa) por tres
motivos:
A) Se disponía del gen equivalente (pyr-4) de ti. crassa [57,
279] y de una cepa con la mutación pyrr de E. ccli [20],
amablemente cedidos por el Prof. A. Radford (Universidad de
Leeds, Inglaterra). Por tanto, la donación del gen homólogo de
c. acremonium se podía intentar por dos métodos: por hibridación,
usando como sonda heteróloga el gen de ti. crassa; o por
complementación de la mutación pyrF de E. ccli con una genoteca
de O. acremonium. El gen de ti. crassa era el de la especie
evolutivamente más cercana a O. acremonium [77, 174] de entre los
donados en aquel momento: rata [202], ratón [285], levadura [12,
329], Candida albicans [136], Escherichia cotí [105, 191] y
flesullovibrio vulgaris [235].
E) Se había descrito un método para la selección positiva
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preferente de mutaciones de pérdida de función en este gen en
levadura y otras especies [41]. Dicho método se basa en que las
estirpes afectadas en el gen de la OHPdecasa pueden crecer en
presencia del ácido 5-fluororótico (FOA), mientras que la cepa
silvestre no puede hacerlo. El FOA podía facilitar la obtención
del auxótrofo receptor correspondiente en el caso de un sistema
de transformación por complementación.
C) Se conocía la secuencia del gen que codifica para la
isopenicilina N sintetasa (pche) de C. acremonium [337], por lo
que dicho gen se podía donar mediante hibridación homóloga
sondeando una genoteca con un oligonucleótido sintético. El gen
pche está implicado en el metabolismo secundario, mientras que
el gen de la OMPdecasa está implicado en el metabolismo primario
[107]. Por consiguiente, si se construía un vector que albergase
una fusión entre el promotor de un gen del metabolismo primario
y un gen de resistencia a alguna droga a la que O. acremonium
fuera sensible, cabía pensar que la expresión de resistencia
ocurriese desde que los protoplastos transformados comienzan a
regenerar en placa. Esto permitiría una selección apropiada en
el caso de un sistema de transformación por resistencia.
En consecuencia, los objetivos concretos de este estudio
eran los siguientes:
1Q) Clonar el gen estructural que codifica para la OMPdecasa
de O. acremonium y secuenciarlo para distinguir el promotor de
la región estructural.
2~) Obtener mutantes auxótrofos de O. acremonium afectados
en el gen de la Ol4Pdecasa.
3Q) Transformar protoplastos de los mutantes auxótrofos
citados o transformar protoplastos de estirpes protótrofas por
resistencia a alguna droga con el concurso del promotor donado.
Por otra parte, la secuencia del gen estructural permitiría
contribuir al conocimiento de la situación evolutiva de O.
acremonium mediante criterios moleculares.
El plan seguido para la consecución del objetivo global de
mejorar la transformación de O. acremonium se esquematiza en la
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Figura 7, y guiará en líneas generales la exposición de
resultados de este trabajo.
Parte de este estudio ya se ha publicado: la donación del
gen (400] y la secuencia de la zona estructural [399].
Fig. 7.. Plan seguido para desarrollar un siste¡a de transforiación en C. acreruui.
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1. MATERIALES.
l.A. Cepas.
Acremonium cbrysogenum (Cephalosporium acremonium) ATCC
11550. Es el aislado original de G. Brotzu [51] y se considera
la estirpe silvestre.
Acremoni ura chrysogenum (Cephalosporium acremonium) ATCC
48272. Estirpe derivada de la anterior por rondas sucesivas de
mutagénesis para obtener mayor producción de cefalosporina C.
Cedida por la empresa Panlabs al ámbito académico [97].
Todas las estirpes de Escherichia cotí empleadas en este
trabajo derivan de la cepa K—12. Las mutaciones de los genotipos
o fenotipos que se detallan a continuación están descritas en la
revisión de Bachmann [14].
E. cotí DEI (161]. r recAí endAl gyrA96 tbil hsclRlZ supE44.
Se usó para amplificar plásmidos por su alta frecuencia de
transformación y para evitar la formación de multímeros.
E. cotí FB1009 [20]. F’<codA lacY tonA tsx phx supE susnorB
vtr str) argG thr uvA amA pyrF(zjj::TnlO(Tcr)) leu bis hsdR
thi. Se utilizó para complementar la mutación pyrF con DNA de O.
acremonium -
E. cotí JMlO3 [264]. F’<traD36 proAs 4(.lacZ)M15 ~
4(lac-pro) tbi-l strA supE endAl sbcBd hsdR4. Utilizada para
transtectar con DNA bicatenario de fagos recombinantes derivados
de la serie MlJ y obtener DNA monocatenario para la secuenciación
de los insertos donados.
E. ccli MC4100 (69, 251]. r araDlJ9 4(argF—lac) U169
rpsLl5O relAl .tlbES3Ol deodí ptsF25 rbsR recA56. Empleada para
estudiar la expresión de la proteína codificada por el gen
donado de O. acremoniuzn en un sistema de maxicélulas.
E. ccli Q358 [123]. r hsdR(rk—,mk+) supE CEOr. Estirpe
permisiva para el bacteriófago ÁEMBL4. Se usó como cepa
35
MATERIALES
indicadora para el rastreo de una genoteca de C. acremonium ATCC
11550 construida en el vector citado (dr, el apartado LE) y la
amplificación de los fagos aislados.
1.B. Vectores y derivados.
pFB6 [22, 57]. Plásmido recombinante entre un derivado de
pBR322 y un fragmento de 4,2 kb con extremos Sau3A que contiene
el gen pyr-4 de ti. crassa [279]. Tiene un tamaño de 8,3 kb y es
resistente a ampicilina. Se empleó como punto de partida para
donar el gen correspondiente c. acremonium por hibridación
heteróloga.
Genoteca de e. acremonium. Construida en el bacteriófago
,ZEMBL4 [123] por digestión parcial con Sau3A del DNA fúngico y
ligación en el sitio BamHI del vector. Posee un inserto medio de
16 kb (291, 292]. Se sondeé con el gen pyr—4 de ti. crassa en
condiciones permisivas para donar el gen equivalente de C.
acremonium -
Plásuidos de la serie pTJC. Vectores de donación en E. cciii
de uso generalizado a En este trabajo se emplearon los plásmidos
pUCl2, pUC13 [265, 401] y pUCl8 [417].
Bacteriófagos de la serie 1<13. Se utilizaron como vectores
de donación de fragmentos de DNA de C. acremonium y obtener DNA
de banda simple para su secuenciación posterior. Se emplearon los
fagos Ml3mp8, Ml3mp9 [265], Ml3mpl8 y Ml3mpl9 [417].
pTJT7l3 (Fig. 8). Es un plásmido comercial (CAYLA, Toulouse,
Francia) derivado de pUC19 —y por tanto, resistente a ampicilina-
que contiene el gen Shble de Streptoalloteichus hindustanus sin
promotor. Este gen confiere resistencia a fleomicina. Delante del
gen Shble posee sitios únicos de donación en los que se pueden
insertar fragmentos de DNA con actividad promotora Se usó en la
construcción de un vector para transformar cepas de C.
acremonium.
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SUC1
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Fig. 8.— Esquema a escala de pU¶713 [óa].Tiene un tnaf~ de 3.243 pb. E~ linea sencilla se representa la parte
correspondiente a pUCl9 [417],indicándose con la flecha de la izquierda la porción correspondiente al gen de
la 5—lactainasa. La flecha pequeña de la parte interior señala el origen de replicación. la flecha hueca
representa el gen Shble [108],y la caja punteada, el teninador del gen CYC—1 de 3. cerevisiae [368].Se
detallan los sitios únicos de donación (SUC1 y SU02), en donde las letras mimisculas a continuación de los SUC1
indican los primeros tripletes del gen Shble.
1.C. Medios de cultivo.
Las cepas de E. ccli se crecieron en medio L líquido o
sólido (248] o en medio líquido TB [375]. En el caso de tener que
añadir ampicilina (sal sódica) se hizo para dejarla con una
concentración final de 150 gg/mL. En los experimentos con E. cali
FBlOO9 se empleó el medio mínimo M9 en placas [248], suplementado
Pvu 1
Srno 1
5 tul
H ¡nC III
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con arginina, treonina, isoleucina, alanina, leucina, histidina,
tiamina (y uracilo, en su caso) en una concentración final de 50
pg/mL, salvo la tiamina (1 gg/mL). En este medio la ampicilina
se usó con una concentración final de 50 pg/mL. Para transfectar
E. cotí JMlO3 con DNA de los fagos de la serie MIZ se partió de
cultivos crecidos en medio mínimo M63 [267] con 1 ¡ig/mL de
tiamina.
Los medios para el crecimiento y la obtención y
transformación de protoplastos de O. acremonium se detallan a
continuación (clx-. también los apartados 1.13 y 2.B). Las
cantidades se expresan en gIL.
MDL (Medio definido liquido; modificado de [160]).
KH2PO4 15
K2HPO, 21
Na~SO4 0,65
MgSO..7H20 0,18
MnSO4 0,03
ZnSO4.7H20 0,03
CuSO4.5H20 0,008
CaCl2 0,06
PeSO4 0,0015
L—asparagina 7,5
Glucosa 2
Sacarosa 36
Los distintos componentes se pueden usar en soluciones
concentradas del siguiente modo: fosfatos (lOx), sulfatos —salvo
el FeSO4— (l0O>Q, CaCl2 (l.O0Ox), PeSO4 (1.000x), L—asparagina
(4x), glucosa (lOOx) y sacarosa (lOx). Se esterilizan en
autoclave (121 W durante 20 minutos), excepto la L—asparagina,
que se esteriliza por filtración (0,22 pm).
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lEMA (Medio mínimo de Czapek-Dox, sólido).
NaNO3 3
K2HPO4 1
¡<Cl 0,5
FeSO~, 0,5
MgSO4 0,01
Sacarosa 30
Agar 15
Cada una de las sales se puede preparar y conservar en
soluciones concentradas l00x. La sacarosa se puede preparar 10x.
El pH se ajusta a 6,7—6,8 con HCl 2N. Se esteriliza en autoclave.
UCA (Medio complejo sólido).
Extracto de malta 5
Extracto de levadura 5
Sacarosa 5
Agar 20
Esterilización en autoclave.
NR? (Medio de regeneración de protoplastos, sólido).
Idéntico a MMA pero con 410 g de sacarosa/L (=1,2 M). Es
recomendable usar agar purificado Oxoid.
MRPb (Cobertura blanda para MRP). Idéntico a MRP pero con
agarosa de bajo punto de fusión (BioRad) en concentración final
del 0,8 %.
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1.D. Soluciones y tampones.
Las soluciones y tampones empleados en las técnicas de DNA
recombinante y en la manipulación de E. ccli están descritos en
textos generales [10, 248, 336]. sólo se detallan las soluciones
y tampones específicos para la manipulación de O. acremonium (ver
también los apartados 1.C y 2.B).
TLP (tampón para liberación de protoplastos).
MgSO,, . 7H20 1,2 14
Tampón fosfato, pH 5,8 10 mM
Seroalbúmina bovina 0,6 mg/mL
Novozym 234 3 mg/mL
Para la preparación del tampón fosfato [142] se disuelven
2,76 g de Na2HPO4.H20 en 100 mL de H20 (=solución A); y 0,54 g de
NaH2PO4.7H20 en 10 mL de H20 (~solución E). La mezcla de 92 -mL de
la solución A y 8 mL de la solución E hacen 100 mL de tampón
fosfato 0,2 14, pH 5,8 (concentrado 20 veces con respecto a como
se usa en el TLP). Se esteriliza en autoclave junto con el 149504,
reajustando previamente el pH a 5,8 y teniendo en cuenta el
aumento de volumen que se produce posteriormente al añadir la
seroalbúmina bovina (Fracción \T, Signa). Esta última se usa a
partir de una solución previamente preparada con 12 mg/mL,
estéril por filtración (0,45 Mm) y que se puede conservar a -20
2C. La enzima lítica Novozym 234 (Novo Eiolabs, Bagsvaerd,
Dinamarca) se añade a la solución anterior, se resuspende con
ayuda de vórtex y todo ello se esteriliza por filtración (0,45
gm) en el momento de su uso.
TPP (Tampón de purificación de protoplastos). Contiene 0,6
14 Sorbitol y 100 mM Tris—HCl, pH 7,5. Se esteriliza en autoclave.
STC. Idéntico al TPP, pero con CaCí,, 10 mM.
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PTC. Idéntico al tampón STO, pero con polietilénglicol 6000
(Merck) al 60 % (p/v) en lugar de sorbitol.
l.E. Productos radiactivos.
Se adquirieron de la marca Amersham. Para las hibridaciones
de DNA inmovilizado en filtros de nitrocelulosa (transferencias
de Southern) se empleó (a’2P)dCTP de actividad específica 400
Ci/minol cuando la sonda se marcó por el método de la incisión
ambulante (nick transiation); y (a32P)dCTP de 3.000 Ci/mmol,
cuando el método seguido para marear la sonda fue el del
iniciador al azar (random priming). En los experimentos con
maxicélulas se usó L~(3sS) metionina de 1.130 Ci/mmol. Para la
secuenciación de DNA se empleó (&2P)dCTP (actividad específica
de 400 Ci/inmol) en caso de utilizar el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa 1; y (a33S)dATP (1.000 Ci/mmol) en caso de usar la DNA
polimerasa modificada del bacteriófago T7.(lCi = 1 Curio =
73, 7x10’0 desintegraciones/segundo).
l.F. Otros.
Todos los productos químicos utilizados fueron de calidad
analítica, generalmente de las marcas Sigma, Merck, Fluka o
Kodak. Los componentes para medios microbiológicos se adquirieron
de Difco o de Oxoid. Se emplearon enzimas de restricción de las
marcas Amersham, BioLabs o Boebringer; fosfatasa alcalina y
fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1, de Ainersham; Rflasa A,
lisozima y proteinasa 1<, de Sigma; y Dflasa 1 de Worthington. Para
las transferencias de Southern se usaron filtros de nitrocelulosa
de Schleicher & Schuell BAS5 o Millipore HATF en el caso de
hibridación en colonia. La procedencia de otros materiales o
productos más específicos se detalla en el texto.
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2. 14ETODOS.
2.A. Manipulación de E. coli y técnicas de DNA recouibinante.
Estos protocolos están descritos con detalle en textos
generales [10, 248, 336], por lo que a continuación sólo se
incluyen los datos de mayor interés.
1) Hibridaciones de DNA en filtros de nitrocelulosa.
Las hibridaciones en condiciones permisivas con una sonda
heteróloga (apartados de Resultados 1.A á 1.13) se hicieron a 37
W en una solución compuesta por 50 % de formamida, SXSSC, 5x
solución de Denhardt, 0,1 % SDS y 50 gg/mL de DNA de esperma de
salmón desnaturalizado. Los filtros se lavaron a temperatura
ambiente dos veces en 2xSSC, 0,1 % de 5135; y una vez en 0,5XSSC,
0,1 % SDS. La sonda se marcó por el método de la incisión
ambulante (nick transiation). Se usaron 0,5—1 Mg de sonda marcada
con una actividad específica de —ío’ cpm/pg DNA (Cerenkow).
Para el análisis de transformantes (apartado 10 de
Resultados) se emplearon condiciones de hibridación homóloga,
similares a las descritas más arriba, pero a una temperatura de
42 ~C. Se hicieron dos lavados en 2xSSC, 0,1 % SOS; un lavado en
O,2XSSC, 0,1 % 5135; y un último lavado igual que el anterior pero
a 60 ~C. El marcaje de las sondas (—10 ng) se hizo con el kit de
Boebringer basado en el método del iniciador al azar (random
priming). Se utilizaron la mitad de las cantidades que recomienda
el fabricante. La actividad específica de la sonda osciló entre
2-5x10 cpm4¿g de DNA. La deshibridación de los filtros marcados
para hibridar posteriormente con otra sonda distinta se hizo
sumergiéndolos en agua hirviendo durante 10 minutos. La
desaparición del marcaje se comprobó con una autorradiografía de
control.
2) Complementación de la mutación pyrF de E. coil.
Las células competentes de E. ccli FBlOO9 obtenidas por el
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método del RbCl se transformaron con 1-2 ng de DNA plasmídico.
Antes del plaqueo se lavaron dos veces por centrifugación
(3.OOOxg, 5 minutos) y resuspensión en Nací 0,9 % para minimizar
el arrastre de nutrientes de medio rico (apartado l.D de
Resultados). Como control negativo de complementación se usó
pUCíS, y como control positivo, pFB6 (ver el apartado l.B). Los
tubos transformados con pUCl3 se plaquearon en medio L con
ampicilina para comprobar la frecuencia de transformación del
lote de células competentes; en medio mínimo 149 suplementado como
se ha indicado en el apartado l.C, incluso con uracilo, para
establecer la frecuencia de transformación en comparación con el
medio anterior; y en medio M9 con todos los suplementos excepto
uracilo para determinar la frecuencia de reversión o el
crecimiento de fondo. Las muestras de células competentes
transformadas con el plásmido pFB6 o los plásmidos problema de
la serie pAV se plaquearon en medio L con ampicilina para
determinar su frecuencia de transformación; y en medio mínimo 149
con todos los suplementos, salvo uracilo, para conocer la
eficacia de transformación en este medio al complementar la
mutación y estimar el vigor que mostraban las colonias
transformadas.
3) lEaxicélulas.
La expresión de la proteína codificada por el gen donado
(apartado l.E de Resultados) se determinó en un sistema de
maxicélulas con E. cotí MC4lOO, basándose en el método de Sancar
et al. [340]. Una muestra de cada cultivo de E. coli MC4lOO
transformada con el plásmido correspondiente y crecido a
saturación en medio LB se usó para inocular un matraz de 100 mL
con 15 mL de M9CA y 25 Mg de ampicilina/mL. M9CA es el medio
mínimo 149 con 2 mg de casaminoácidos (Difco)/mL [248]. El tamaño
del inóculo se calculó para tener una ~ inicial de 0,1. Se
incubé a 737 ~C con agitación orbital el tiempo necesario para
llegar a DO550 de —0,7. De cada cultivo se pasaron 5 mL a una
placa Petri de 3 cm de diámetro y se irradiaron con luz
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ultravioleta (lámpara Sylvania, modelo G30T8, a 20 cm de
distancia) durante 1,5 minutos, homogeneizando la suspensión con
una pipeta cada 15-20 segundos. Cada cultivo irradiado se pasó
a un matraz de 25 mL tapado con película de aluminio y se incubó
a 37 ‘C con agitación hasta doblar aproximadamente el valor de
DO5~ (es decir, -1,4). Se añadió cicloserina para dejar una
concentración final de 100 ¡ig/mL y se incubó con agitación suave
durante 18 horas. Al día siguiente se comprobó que la DO550 no
había aumentado o lo había hecho al doble, como máximo. Se
centrifugó 1,5 mL de cada muestra en una microfuga y el poso se
lavé dos veces posteriormente mediante centrifugación y
resuspensión en las sales del medio 149. El poso lavado se
resuspendió en 750 ML H9CA y se añadieron 25 MCi de L-
(
35S)metionina. Se incubé 1 hora a 37 ~C y a continuación se
centrifugó y lavó como se ha indicado anteriormente. El último
poso se resuspendió en 20 ML de sales de 149 y se añadieron 60 ML
de tampón de ruptura (1 % SDS, 5 % 8—mercaptoetanol, 10 %
glicerina y 0,005 % azul de bromofenol). Las nuestras se
hirvieron durante 5 minutos. A continuación se cargaron 40 sL en
un gel del 10 % de poliacrilamida y 0,1 % de 5135 directamente,
o se congelaron a —20 2C. En este último caso, antes de la
congelación se precipitaron 5 gL de cada muestra con —2 mL de
ácido tricloroacético en presencia de 20 ¡sg de seroalbúmina
bovina. Seguidamente se filtré a través de un filtro Whatmann
GF/C, que se secó durante una noche a 60 ~C. Al día siguiente se
midió su actividad y se calculó el volumen de muestra necesario
para cargar 50.000—l00.000 cpm por pocillo.
4) Secuenciacián de DNA.
Los fragmentos de DNA donados en 1413 se secuenciaron por
el método de Sanger [344, 345], utilizando (a32P)dCTP o
(a35S)dATP. En este último caso empleó la DNA polimerasa
modificada del bacteriófago T7 y los reactivos ya preparados que
la firma USB (Cleveland, Ohio, EE.UU.) comercializa con el nombre
de Sequenase
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2.B. Manipulación de C. acremonium.
1) obtención de esporas y conservación de cepas.
En el caso de la cepa silvestre (ATCC 11550), se partió de
cultivos crecidos en MDL a 28 ~C y 300 rpm de agitación
(incubador orbital New Brunswick, modelo G25) durante el tiempo
suficiente como para que en el microscopio se pudieran observar
conidios mayoritariamente (10—15 días). El cultivo se filtró a
través de Calbiochem Miracloth (Behring Diagnostics, La Jolla,
California), tela de visillo doble o algodón, dispuestos sobre
un embudo. El filtrado, en alícuotas de 50 mL (tubos tipo
Falcon), se lavó dos veces por centrifugación (3.OOOxg, 10
minutos) y resuspensión en NaCí 0,9 %. El último poso se
resuspendió en 20 mt de una solución de 50 % (y/y) de glicerina
y agua. Las suspensiones de conidios se conservaron a —20 ~C en
alícuotas de 5 mt.
La cepa semi-industrial C-l0 (ATCC 48272) no produce
conidiosporas en las condiciones empleadas en este trabajo, sino
que sólo forma artrosporas. Para su conservación se hicieron
réplicas sucesivas en placas de MCA o MMA que se incubaron a 28
W en estuf a durante una semana y se guardaron a 4 ~C durante 2—3
meses -
Los mutantes auxótrofos obtenidos de la cepa silvestre
(apartado 4 de la sección de Resultados) que retuvieron la
capacidad de formar conidiosporas se conservaron en
glicerina/agua como se ha señalado más arriba. Los mutantes
afectados en la producción de conidiosporas se conservaron por
réplicas sucesivas como se ha indicado para la cepa C—lO. Se
emplearon placas de MMA con los suplementos correspondientes,
según se detalla en el apartado siguiente.
2) Aislamiento de nutantes auxótrofos.
Sirvieron de base textos generales [172, 267] y el protocolo
concreto para el aislamiento de mutantes auxótrofos de A. niger
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enriqueciendo por filtración [58]. Como agentes mutagénicos se
emplearon luz ultravioleta (Uy) o N—metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidina (abreviadamente, nitrosoguanidina o NG). Se
trabajó con indices de supervivencia en el rango de 1-15%. Para
la selección preferente de mutantes afectados en el gen
estructural de la OMPdecasa se usó el ácido 5—fluororótico (FOA)
[41].
En el caso de mutagenizar con UV se partió de esporas
frescas o conservadas a —202C en una solución al 50% (y/y) de
glicerina y agua. Las esporas se lavaron 2 veces por
centrifugación a 3.OOOxg durante 10 minutos y posterior
resuspensión en NaCí 0,9 %. Para cada ensayo de dosis frente a
tiempo se usaron 1—t<l0~ esporas viables resuspendidas en 3 nL de
NaCí 0,9%, dispuestas en placas Petri de 3 cm de diámetro. Al no
poseer un dispositivo para medir la energía de emisión por unidad
de superficie, se facilitan los siguientes datos: lámpara
germicida marca Sylvania, modelo aJOTE, y 20 cm de distancia para
la irradiación. Se tomaron muestras y se plaquearon diluciones
en medio rico para conocer la viabilidad antes del tratamiento.
Las placas con suspensión de esporas se irradiaron durante
distintos tiempos, homogeneizando la suspensión a intervalos de
30 segundos con una pipeta automática de 1 mL. El contenido de
cada placa se pasó a tubos recubiertos con película de aluminio,
que se mantuvieron 1—2 horas en oscuridad para evitar
fotorreversión. A continuación se tomó una muestra de cada tubo
para plaquear diluciones en medio rico (MCA) y poder establecer
el indice de supervivencia en relación con el titulo obtenido
antes del tratamiento. El contenido de cada tubo se lavé con NaCí
0,9% como se señaló anteriormente y se conservó a —20~C en
glicerina al 50% en agua hasta que se pudiera usar cuando la
incubación de las placas permitiera establecer el indice de
supervivencia (si se trataba de esporas frescas), o se uso
directamente (cuando ya estaba calibrado el tratamiento y se
podía predecir aproximadamente el indice de supervivencia en
función del tiempo de irradiación). Los tubos con esporas
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mutagenizadas (si se habían congelado, lavando como se ha
indicado) se plaquearon en medio mínimo (MMA) o medio rico (MCA)
con 0,25—1 mg/mL de FOA (Speciality Chemicals (5CM), Gainesville,
Florida, EE.UU.; o Sigma) y 50 ¡sg/mL de uracilo ó 0,1-3 mg/mL de
uridina.
En los experimentos para obtener mutantes auxótrof os
enriqueciendo por filtración, cada tubo de esporas mutagenizadas
con el indice de supervivencia requerido se usó para inocular 10
mL de medio definido liquido en un matraz de 100 mL. El método
se basa en que las esporas protótrofas germinan en MDL y quedan
retenidas cuando tienen que pasar a través de un filtro del
tamaño adecuado, mientras que las esporas auxátrofas, al no poder
germinar en MDL, atraviesan el filtro. Se incubó a 28 ~C con
agitación orbital de 300 rpm (incubador New Brunswick, modelo
G25) y se hicieron filtraciones cada 12 horas a través cíe
Calbiochem Miracloth (Behring Diagnostics, La Jolla, California,
EE.UU.). Cada filtrado se pasó a otro matraz previamente tarado
para poder añadir medio fresco y compensar las pérdidas por
evaporación. Después de la última filtración se plaqueó en los
medios con FOA y uracilo o uridina antes mencionados o en MCA
suplementado con 1 mg/mL de uridina, si se buscaban mutantes
afectados en el gen de la OMPdecasa; o en placas de MMA o de MCA
suplementados con 250 ¡sg/mL de arginina o de triptófano, si se
buscaban mutantes bloqueados en la síntesis de alguno de estos
aminoácidos.
Las colonias recuperadas de la inutagénesis se replicaron por
lo menos 3 veces en MMA suplementado y sin suplementar con
uridina, arginina o triptófano según los casos, para comprobar
el fenotipo y para poder descartar los individuos bradítrofos
después de tiempos de incubación largos (10-15 días). La
caracterización de mutantes en la síntesis de pirimidinas se hizo
en placas de MMA suplementadas con 200 ¡sg/mL de ureidosuccinico,
dihidroorótico, orótico o uridina; y en placas de MMA ±0,5—1
mg/mL de FOA ±0,1-3 mg/mL de uridina para la caracterización
específica de los nutantes afectados en el gen estructural de la
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OMPdecasa. La caracterización de los mutantes bloqueados en la
síntesis de arginina se llevó a cabo en placas de MMA
suplementadas con ornitina, citrulina o arginina en
concentraciones de 250, 500 y 250 Mg/mL, respectivamente.
En el caso de mutagenizar con NG se procedió de forma
básicamente similar, pero se partió de 1-2x105 esporas viables o
de germinulas de 6—12 horas de edad crecidas en MDL con 0,01%
(y/y) de Tween 80. Una vez lavadas las esporas se resuspendieron
en 1 mL de tampón fosfato sódico 100 mM pH 6,8 o tris-succínico
50 mM pH 6,8 con concentraciones finales de NG entre 50 y 200
¡sg/mL. Se incubé a 28 ~C y con agitación de 150 rpm durante
distintos tiempos. Las soluciones con restos de NG o el material
en contacto con ella se trataron con una solución de flEr al 3%
en ácido acético glacial, se mantuvieron 2 horas a temperatura
ambiente, se diluyeron en agua y se neutralizaron con NaOH 514
antes de su desechado o recuperación, respectivamente.
3) Obtención y transformación de protoplastos.
El protocolo seguido se basa principalmente en los
desarrollados para A. nidulans [380] y 2’. reesei [297] con
modificaciones, por lo que se detalla a continuación. Los medios
y soluciones empleados se han reseñado en los apartados l.C y
1.13.
Se partió de 5 mL de una suspensión de conidios de la cepa
silvestre conservados a ~202 C en una solución de glicerina y
agua (y/y), lo que equivale a —10’ esporas viables en total. Los
conidios se lavaron 2 veces con NaCí 0,9 % por centrifugación
(3000xg, 10 minutos) y resuspensión del poso. El último
centrifugado se resuspendió en 10 mL de MDL y estos sirvieron
para inocular 90 mL de MDL en un matraz de 1 L. Se incubó a 28
‘C y 350 rpm (agitador orbital New Brunswick, modelo G25) durante
22—24 horas. El micelio obtenido se filtré a vacío a través de
un embudo Buchner en el que se habían colocado sobre su base
filtrante 2 círculos recortados de papel Whatmann 21414.
El micelio filtrado se lavé con 300 mL de agua desionizada
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y una vez bien escurrido se recogió con una espátula y se pasó
a una placa Petri previamente tarada. Se tomó 1 g de micelio
escurrido (que contiene —90 % de humedad, determinado por
incubación a 60 ~C hasta pesada constante) y se pasó a un matraz
de 100 mL sobre el que se pusieron 10 mL de TLP. El micelio se
disgregó en TLP con agitación orbital de 300 rpm (incubador New
Brunswick, modelo G76) a 28 2C durante 5 minutos hasta lograr una
suspensión homogénea y posteriormente se dejé incubar con
agitación suave (150 rpm) para que se liberasen los protoplastos.
La liberación de protoplastos se siguió por recuento de
diluciones en TLP —en el que no se había incluido la enzima
lítica ni la seroalbúmína bovina— en un hematocitómetro Thoma.
Para purificar los protoplastos de restos de micelio , se
pasó el contenido del matraz a un tubo Corex de 50 mL con tapón
de rosca y se añadieron 15 mL de TPP, con cuidado para evitar la
mezcla entre ambas fases. Se centrifugó a 2000Xg durante 5
minutos (rotor flotante), se eliminé la fase superior y se
recogió la banda donde aparecían en mayor proporción los
protoplastos voluminosos (dr, el apartado 7 de Resultados). La
banda citada (4-5 mL) se pasó a otro tubo en el que se añadieron
10 mL de STO y se centrifugó a 3000xg durante 5 minutos para
lavar los protoplastos y eliminar restos de enzima lítica. Esta
operación se repitió dos veces más, resuspendiendo con cuidado
los centrifugados en 5 mL de STC. El último poso se resuspendió
en 0,5 mL de STO y se tomó un muestra para contar diluciones (en
STC) en el hematocitómetro. Se añadió el volumen necesario de STO
para dejar una concentración de 10’ protoplastos/mL. A
continuación se hicieron alícuotas de 0,1 mL (10 protoplastos)
en tubos de 5 mL.
Se tomó una muestra y se hicieron diluciones en STO para
plaquear 0,1 mL mezclados con 5 mL de MRPb calentado a 48-50 ~C
sobre placas de MIRP, con objeto de estimar la viabilidad antes
del tratamiento que se hace con polietilénglicol en la
transformación. Se tomó otra muestra y se hicieron diluciones en
agua, que se plaquearon con asa de vidrio en MMA o MCA para
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estimar la proporción de protoplastos falsos o restos de micelio
viable.
Para obtener protoplastos de la cepa 0—10 de C. acremonium
se procedió de forma similar pero, al no poder disponer de
suspensiones de conidiosporas, los primeros pasos fueron
diferentes. El contenido de 2 placas con crecimiento en toda la
superficie, incubadas a 28 ~C durante una semana, se raspó y
sirvió para inocular 25 mL de MDL en un matraz de 250 mt. Este
matraz se incubé a 28 ~ con 350 rpm de agitación durante 3-5
días, transcurridos los cuales se usaron 10 mL para inocular un
matraz de 1 L con 90 mL de MDL. El contenido de este segundo
matraz, tras 24 horas de incubación en las mismas condiciones,
es el que sirvió para obtener el micelio por filtración. Los
siguientes pasos fueron idénticos a los señalados para la cepa
silvestre. El mismo método se usó para obtener protoplastos de
un presunto mutante arq—l2 (que no puede sintetizar citrulina
[117]) suplementando los medios con 250 ¡sg/mL de arginina.
Para transformar los protoplastos purificados como se ha
indicado, se añadieron 5—20 ¡sg de DNA resuspendido en 10 ¡st de
TE 10:1 (pH 8) por cada tubo con íD8 protoplastos en un volumen
de 0,1 mL de STO. En los tubos de control sin DNA se añadieron
10 pL de TE 10:1 o no se añadió nada. Se incubó durante 15
minutos a temperatura ambiente y a continuación se añadieron 0,1
mL de PTC, que se mezclaron con los protoplastos con cuidado
(mediante una pipeta automática) para no producir lisis ni
espuma. Se incubé durante otros 15 minutos a temperatura
ambiente, tras los cuales se tomó una muestra de uno o varios
tubos para estimar la viabilidad del tratamiento después del
tratamiento con polietilénglicol por dilución en STC y plaqueo
en doble capa MRPb/MRP. A cada tubo se le añadieron 4 mL de MRPb
a 48—50 0C, se mezclé por inversión y se vertió sobre una placa
de MRP. Cuando fue necesario, se plaquearon muestras de 20 ML (es
decir, 1/10 del volumen del tubo de transformación) por separado.
Las placas sembradas con protoplastos transformados y sus
controles se incubaron durante 18—20 horas en estufa a 28 ~C,
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transcurridas las cuales se aplicó fleomicina Dl quelada con
cobre (Fig. 9; CAYLA, Toulouse, Francia) en su superficie. La
Me Me
I%]+<Nf%NH N~RN N
H
OH HO
H
H
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NH
HO
Fig. 9.- Estructura química de la fleoiiicina Diquelada con cobre. La a¡ina teritinal sustituyente (P) es
agmantina.
fleomicina se mantuvo disuelta en agua (1 ó 10 mg/mt) y congelada
a —20 2C hasta su uso. La aplicación de la capa selectiva de
fleomicina se llevó a cabo de dos maneras: extendiendo primero
0,1 mL de sacarosa 1,2 14 con asa de vidrio y extendiendo
posteriormente los ML necesarios de la solución concentrada de
fleomicina, mezclada con sacarosa 1,2 14 hasta un volumen final
de otros 0,1 mt; o mezclando por inversión la cantidad necesaria
de solución acuosa de fleomicina con 4 mL de MRPb a 48-50 ~C en
un tubo de 5 mt y vertiéndolo sobre la placa. En cualquiera de
los dos casos es importante que la superficie sobre la que se
hacen las placas y se plaquea dos veces posteriormente (primero
los protoplastos, luego la fleomicina) sea lo más horizontal
posible. En caso contrario se forma un gradiente de protoplastos
o de concentración de fleomicina que produce condiciones no
homogéneas en la superficie de la placa, lo que lleva a
resultados inconsistentes.
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4) Extracción de DNA.
Se siguió el método usado con A. nic2ulans en nuestro
laboratorio. Se partió de micelio crecido en MDL y recogido por
filtración a vacio sobre papel de filtro estéril. Se hicieron
alícuotas de 0,5 g de peso escurrido que se pasaron a tubos tipo
Falcon. Cada alícuota se congelé en mezcla hielo seco/acetona y
se liofilizó. El liófilo se machacó con una varilla de vidrio
hasta lograr un polvo de consistencia muy fina. El polvo se
resuspendió en 10 mL de una solución compuesta por 10 mM HEPES
(ácido (2—hidroxietil)-l-piperín etanosulfénico; pH 6,9 con
NaOH), 0,5 14 sacarosa y 20 mM EDTA. Se añadió 1 mL de 5135 al 10
% (p/v) y se mezclé suavemente por inversión del tubo. La muestra
se incubé a 65 ~C durante 15 minutos. A continuación se añadieron
10 mL de TE 50:20 (50 mM de Tris—ECí, pH 8 y 20 mM de EDTA) y se
mezclé por inversión. Seguidamente se añadió un volumen igual de
fenol—cloroformo—alcohol isoamilico (49:49:2, en volúmenes) y el
tubo se mezclé por inversión durante 5 minutos. La fase acuosa
se separé por centrifugación a 2.OOOxg durante 10 minutos y se
pasó a un tubo limpio. La tenolización se repitió de idéntica
forma dos veces más. La última fase acuosa se precipitó a
temperatura ambiente durante media hora con 0,6 volúmenes de
isopropanol y acetato sódico pH 6 en concentración final 0,3 14.
El precipitado se centrifugó en las condiciones antedichas, se
lavó con etanol al 70 % en agua (y/y) y se secó a vacio. El poso
se resuspendió en 2 mL de TE 10:1 (pH 8) y se añadió RNasa A para
dejar una concentración final de 50 ¡sg/mL. Se incubé durante 30
minutos a 37 ~C. El DNA se precipité con isopropanol y acetato
sédico como se ha señalado más arriba y se centrifugó y lavé del
mismo modo. El último poso se resuspendié en 0,5 mL de TE 10:1
y se conservé a 4 9C ó a —20W. Para las digestiones se emplearon
10 unidades de enzima de restricción/¡sg DNA.
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2.0. PROGRAMAS INFORMATICOS.
El análisis de secuencias de DNA y proteínas se hizo con el
paquete de programas PC/Gene, versión 6.50 (Dr. A. Bairoch,
Universidad de Ginebra, Suiza).
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1. CLONACION DEL GEN ESTRUCTURAL DE C. ACRENONLUJN QUE CODIFICA
PARA LA OROTIDINA 5’ -MONOPOSFATO DESCARBOLILASA (=ONPDECASA).
lA. Hibridación heteróloga del DNA genduico.
Se hizo una hibridación de distintos digeridos del DNA de
C. acreraonium inmovilizados en nitrocelulosa con el gen pyr—4 de
Y. crassa marcado radiactivamente. Con ello se pretendía saber
si existían secuencias únicas en el genoma de O. acremonium que
hibridasen con el gen citado, así como establecer las condiciones
para el sondeo posterior de una genoteca (clx-. el apartado 2.A
de Materiales y Métodos).
El plásmido pFB6 contiene el gen pyr—4 de Y. crassa en un
inserto de —4,2 kb [21, 57]. Con objeto de eliminar las zonas
flanqueantes sin información estructural y poder mejorar así el
resultado de la hibridación, se construyó el plásmido pNcpyr4,
que es el que se utilizó como sonda. Para ello se aislé el
fragmento PvuII—BglII de ~—l,8 ]cb perteneciente a pFB6 -que
contiene la región codificante completa del gen pyr-4 de Y.
crassa 1121, 279]— y se doné en los sitios SmaI y BamHI del
vector pUCl8.
La hibridación del DNA de O. acremonium frente al inserto
del plásmido pNcpyr4 marcado radiactivamente muestra que aparece
una sola banda iluminada en cada una de las tres digestiones
(Fig. 10). Estas bandas podrían contener el gen estructural para
la OMrdecasa de O. acremonium.
1. B. Sondeo de una genoteca.
Con el fin de donar la región de DNA que hibridaba con el
gen de Y. crassa y de este modo poder amplificaría para su
estudio y uso posterior, se sondeé una genoteca de O. acremoniurn
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Líq. 10.- Ribridación del DNA total de C. acre¡onium con el gen pyr-4
de R, crassa. En cada canil se cargaron 5 ~¡qde D~A fúngico
digeridos con BazEI, RceRl o aibas, seqtin se indica por la letra
inicial de cada enzi¡a. Coio control positivo (carril +) se puso 1
ng de plicpyr4 digerido con Bach y ifindílí, La electroforesis se
llevó a cabo en un gel de agarosa al 0.8% en TAE, se transfirió a un
filtro de nitrocelulosa y éste se hibridd con el inserto del plásildo
pNcpyr4 urcado radiactivuente con p32, obsérvese que la sonda
iluz.ina un tragríento BaiHI de -85 lcb, un fragLento Ecohí de -14 kb
un fragriento Bah—BeoRí de -6,2 ]cb.
Fiq. 11.— Hibridación del DNA de icapyr4 con el gen pyr-4 de N.
crassa. E] análisis es similar al de k Figura 10.
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previamente construida en XEMBL4 [291, 292]. Se usaron las mismas
condiciones de hibridación que en apartado anterior. Se
plaquearon —20.000 fagos recombinantes, lo que equivale
aproximadamente a tener representados 3 genomas con una
probabilidad del 99% de encontrar por lo menos una vez un fago
con la secuencia buscada [80], considerando un inserto medio en
los fagos recombinantes de 16 kb [291] y un tamaño del genoma
para C. acremonium de 22.500 kb [358]. Después de tres rondas de
purificación se aislé un fago puro al que se denominé XCapyr4.
El DNA de este fago digerido con las mismas enzimas e
hibridado en las condiciones precedentes mostraba un patrón de
bandas positivas a la sonda idéntico al obtenido en la
hibridación del DNA genómico (Fig. 11), lo que indicaba que se
había donado entera la zona genémica buscada. En todas las
digestiones aparecían bandas más pequeñas pertenecientes al
inserto de XCapyr4 que no se iluminaban con la sonda (no se
muestra). La digestión con flamEl liberaba los brazos del vector
AEMBL4. Este hecho significaba que, aunque la genoteca se había
construido donando fragmentos parcialmente digeridos con Sau3A,
se habían reconstituido los dos sitios BaznHI, lo que ocurre en
un 25% de los casos en cada extremo.
1.C. Subclonación y napeo.
Se aislaron los fragmentos BamHI de -8,5 kb y BamHI-EcoRI
de -6,2 kb partir del inserto de ACapyr4 y se donaron en pUcla,
dando lugar a los plásmidos pAVí y pAV2, respectivamente. Estos
plásmidos seguían siendo positivos frente al inserto de pNcpyr4
en experimentos de hibridación en colonia. Ambos plásmidos se
mapearon con enzimas de restricción para poder caracterizar la
parte donada del genoma (Fig. 12). De este modo se podría
subolonar y reducir al mínimo la zona de interés.
Debe mencionarse que en el plásmido pAV2, aunque no en el
pAVí, aparecía un corte con RamEl refractario a la digestión, que
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?ig. 12.- !apa de restricción y análisis funcional del fragmante EsÉl de 8,5 kt perteneciente a O. acremoniuj
que hibrida con el gen pyr-4 de E crassa. Explicación en el texto. Abreviaturas: 3’ flnHI; ~%XhoII; Bg’ Rqlll;
8= IcoRI; 3’ BindIII; K’ XpnI; P’ PstI; S= Sal; S~ Sphl; Ss’ SstI; X= XhcI.
siempre resultaba parcial. Este sitio EamHI hiposensible resultó
muy útil para subclonar el gen y construir pAV3 (Fig. 12), en
virtud también de la complementación de la auxotrofia pyrr de E.
coil (ver el apartado siguiente). La secuencia posterior mostró
que se trataba de un sitio XhoIi (GGATCT) en lugar de flamHI
(GGATCQ; ver, más adelante, la Fiq. 17).
l.D. Complesentacién de la mutación pyrff de E. coil.
Los plásmidos pAVí y pAV2 se usaron para transformar la cepa
FBlOO9 de E. codA, que es deficiente en la actividad OMPdecasa
(pyrF; [20]). Cono control positivo de complementacién se usó el
plásmido pFBE y como control negativo, el vector pUCl3. No se
detecté reversión de FB1009 (transformada con pUCl3 y plaqueada
en medio mínimo con ampicilina, suplementado con todos los
Poe
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requerimientos de la cepa salvo uracilo) en el rango de cifras
manejado (hasta 1/60.000). Se observé, no obstante, cierto
crecimiento de fondo. Este hecho puede deberse al tiempo de
incubación de las placas (3-4 días); a los nutrientes que puedan
quedar dentro de las células por su crecimiento en medio rico
para hacerlas competentes; y al tiempo de recuperación en medio
rico después de transformadas y antes de su plaqueo, a pesar de
los lavados llevados a cabo (ctr. el apartado 2.A de la sección
de Materiales y Métodos).
Tanto con pAVí como con pAV2 se obtuvieron bacterias
resistentes a ampicilina en el medio mínimo citado (Fig. 12),
aunque siempre con menor vigor en comparación con las
transformadas con pFB6. Este resultado demuestra que en el DNA
donado de c. acremonium de ambos plásmidos existía una secuencia
capaz de codificar una O14Pdecasa funcional. Este hecho, junto con
el conocimiento del mapa físico previamente establecido, permitió
subclonar el inserto de los plásmidos pAVí y pAV2 mediante
análisis funcional de la complementacién de la mutación pyrr
(Fiq. 12).
El plásmido pAVí alberga el DNA de O. acremoriium en la misma
orientación que el promotor lac de pUCl3 y el plásmido pAV2, en
sentido contrario (ng. 12). Por tanto, debe concluirse que la
expresión del gen fúngico en la bacteria no ocurre por medio de
señales del vector procariota. La explicación más plausible es
que en el DNA de O. acremonium deben existir secuencias que
simulan las señales propias de expresión de E. coil.
Aprovechando el sitio BamHI hiposensible se construyó el
plásmido pAV3, con un inserto BamHI-EcoRI de -2,2 kb, que
también complementaba la mutación pyrF. La digestión de pAV3 con
Salí y EcoRI dividía el inserto de este plásmido en dos
fragmentos, de —0,8 kb y —1,4 kb (Pig. 12). Debe hacerse notar
que uno de los dos sitios SalEE (el más alejado del corte EcoRT)
no pertenece al genoma de O. acremonium, sino que procede de los
sitios únicos de donación de pUCl3. Para saber en qué dirección
se transcribía el gen donado en pAV3 se construyeron los plás—
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flg. 13.- Dirección de transcripoión del gen donado. En la parte superior se esquematizan, a escala, las sondas
correspondientes a los extraes 5’ y 3’ del gen pyr’4 de N. crassa. Los paneles inferiores son autorradiograd las
de filtros hibridados con la senda 5’ (izquierda) o con la senda 3’ (derecha). Ambos geles ~ecorrieron
paralelamente y en agarosa al 1% en TAL la disposición de los pocillos es idéntica,
Carril 1:200 ng de fragmento SalI—RcoRI de 1,4 ch perteneciente a pAV3 (ver la Fig. 12).
Carril 2: 200 ng de fragmento SnEI”-Salt de 0,8 kb (obtenido por digestión de pAV3 con Salí
aprovechando la disposición de los sitios dnicos en pUCl3, por le que realmente es un fragmento Salí en antes
extrems).
Carril 3:200 ng del inserto completo de pAV3 (obtenido por digestión con PstI y RcoRl).
Carril 4:50 ng de pNc5pyr4 digeridos con Salí (5 ng de inserto cern control positivo de la senda para
el extremo 5’).
Carril 5:50 ng de pNc3pyr4 digeridos con Hindilí y BaMII (5 ng de inserto como control positivo de
la sonda para el extrern 3’).
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midos pNc5pyr4 y pNc3pyr4, con el fin de usarlos como sondas. El
plásmido pNc5pyr4 lleva un inserto SallE de —0,3 Kb que
corresponde a la zona 5’ del gen pyr—4 de N. crassa. El plásmido
pNc3pyr4 lleva un inserto HindIII-BamHI de —0,2 Kb que
corresponde a la zona 3’ del gen de XL crassa. Ambos plásmidos
están donados en pUClJ (Fig. 13). El análisis por el método de
Southern frente a las sondas de los extremos 5’ y 3’ del gen de
XL crassa mostraba todo el marcaje en el fragmento mayor (Fig.
13), resultado que no permitía establecer la dirección de
transcripción y que sugería que todo el gen se encontraba en el
fragmento SalI—EcoRI de 1,4 Kb.
Sin embargo, cuando el fragmento SalI—EcoRI de 1,4 Kb se
doné en pUCl3 para construir el plásinido pAV4—l, se obtuvo
complementacién, y cuando se doné en pUCl2 para obtener pAV4—2,
no se obtuvo complementacién. Las colonias de E. coil FBlOO9
transformadas con pAV4—l eran más vigorosas que los demás
plásmidos de la serie pAV (Fig. 12). Estos resultados podían
interpretarse como que los plásmidos pAV4—1 y pAV4-2 llevaban
insertado casi todo el gen de O. acremonium, pero que les faltaba
la zona correspondiente al extremo amino de la proteína; y que
el extremo 5’ del gen de Y. crassa era poco homólogo con relación
al de O. acremonium. Si se lograba una buena expresión en E.
coli, podía ser debido a una fusión traduccional entre los
primeros tripletes correspondientes al péptido a del gen lacZ’
de pUCl3 y el gen de O. acremonium. Esta suposición se pudo
comprobar posteriormente con la secuencia de nucleétidos del gen,
estableciéndose que en pAV4—l se sustituyen los 8 primeros
tripletes del gen de O. acremonium por los 10 primeros tripletes
del gen lacZ’ de pUC13 (Fig. 14); y que los 8 primeros codones
del gen donado, como toda la zona promotora, son poco homólogos
—en conjunto— con las secuencias equivalentes de N. crassa. Con
ello se demuestra que los aminoácidos de la zona aminoterminal
no son imprescindibles para la actividad OMpdecasa. De hecho> el
extremo amino está poco conservado en el conjunto de otras
OHPdecasas conocidas (ver, más adelante, el apartado 3-A).
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Fig. 14.- Fusión traduccional producida en pAV4-l entre los priieros tripletes correspondientes al ~ptidoa de
la 8-galactosidasa de pUCl3 y el gen donado de O. acre¡onin. Con letras nia~~isculas se señala el DNA de E. ccli
y con letras iilntsculas el DNA fdngico. El whiero de los aminoácidos corresponde con la posición que ocupan en
la proteína íntegra deducida por la secuencia de nucleótidos (ver la Fig. 17).
l.E. Presencia y tamaño del producto que codifica el DNA donado.
Para saber si existía un polipéptido codificado por los
plásmidos de la serie pAV que fuera responsable de la
complementación de la mutación pyrF, se hizo un análisis de las
proteínas codificadas por estos plásmidos en la cepa de
maxicélulas E. ccli MC4lOO. Tal polipéptido deberla tener una
masa molecular relativa comparable a la descrita para S.
cerevisiae (27 ]cDa [50, 329]) o a la deducida por la secuencia
de nucleétidos en Y. crassa (44 kDa [279]). En la Figura is se
muestra que no aparecen proteínas sintetizadas en la cepa sin
transformar y que en la cepa transformada con el vector pUCl3
aparece una banda con una movilidad correspondiente a la masa
molecular de la 8—lactamasa. Cuando se analizan maxicélulas
transformadas con plásmidos representativos de la serie pAV se
observa que aparece una segunda banda con una movilidad similar
a la de una proteína de —46 ltDa. La relación entre este
polipéptido y la complementación de la mutación pyrF apoya la
idea de que los plásinidos pAV contenían el gen estructural para
la OHPdecasa de O. acremonium. No se logró establecer la
presencia del producto génico de Y. crassa.
El péptido codificado por los plásmidos pAVí o pAV4—l
muestra un tamaño similar. Este hecho confirmaba el que se
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La secuencia de nucleótidos se determiné en ambas bandas y
a través de todos los sitios de restricción que sirvieron para
subclonar el inserto de pAV3, de manera que se pudiera establecer
sin error. Los fragmentos principales en los que se dividió esta
zona para subclonarlos en fagos de la serie Ml3, así como la
estrategia seguida para secuenciarlos, se presentan en la Figura
16.
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Fig. 16.- Estrategia seguida para la secuenciación del inserto de pAV3. Sólo se muestran los sitios de
restricción usados para subclonar en Lagos de la serie ¡413 y los clones principales. Las flechas pequefias indican
el sentido de lectura de las autorradiegratias. la caja grande representa el inserte de pAV3 y la flecha grande
la posición y orientación del gen. Toda la figura está hecha a escala. Abreviaturas: B* = XholI; E = RccRI;
II = HpaII; P = PvuII; E = Sail; T = Taqí; X = XhoIl.
La secuencia del inserto de pAV3 está formada por 2176 pb
(Fig. 17). Mediante análisis por ordenador se puede concluir que
existe una secuencia de lectura abierta de 1131 pb —incluyendo
el codón de terminación ópalo- que va en dirección del sitio
— ~
, o
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BamHI hiposensible hacia el sitio EcoRI (Fig. 16)- Está
flanqueada en el extremo 5’ por 780 pb y en la zona 3’ por 265
pb. El % de G+C en la zona flanqueante en 5’ es del 54,9, en la
secuencia de lectura abierta del 61,2 y en la zona flanqueante
en 3’ del 45,5. El contenido en G+C global del inserto de pAV3
es del 56,8%.
2.A. Gen estructural.
El A’PG en posición 781 de la Figura 17 debe ser el codón
iniciador de la traducción por tres motivos: 1) En esa pauta de
lectura no hay ningún otro codón ATG en los 780 pb anteriores al
mismo; 2) Su entorno (CATCatgGC) es coherente con el consenso
establecido para hongos filamentosos ~ [23, 153]; 3)
La zona aminoterminal del polipéptido muestra gran homología con
la proteína correspondiente de T. reesei. —un organismo
filogenéticamente próximo, como se verá en el apartado 3—, en
donde los 8 primeros aminoácidos son idénticos [36, 367]. Del
mismo modo, el codón TGA de fin de traducción en posición 1909
de la Figura 17 también se corresponde una zona de relativa
homología en los polipéptidos de otras OMPdecasas conocidas (ctr.
las referencias de la Tabla 2). La secuencia de lectura abierta
establecida codifica para una proteína de 376 aminoácidos con un
peso molecular deducido de 41.128 g/mol.
El uso de codones muestra un sesgo hacia tripletes
terminados en C (41,3%) o en G (38,1%), en parte debido al
contenido en GR-e del gen (Tabla 1). Esta tendencia es general en
los genes de hongos filamentosos [23, 153, 322]. En el gen
donado no se usa el codón ATA para ninguna de las 15 isoleucinas
presentes en la proteína, ni el GTA (26 valinas), ni el TCT (21
serinas), ni el AAA (32 lisinas), ni el CGT o AGA (19 argininas).
Un sesgo similar, aunque menos pronunciado, puede deducirse a
partir de la secuencia publicada del gen estructural que codifica
para la proteasa alcalina de e. acremonium [184] (no se muestra) -
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Fig. 17.— Secuencia nucleotidica del inserto del plánido pAV3 y secuencia deducida de aminoácidos para la
OPdecasa de 0. acrer¡onirm. tos motivos selulados en las zonas flanqueantes se discuten en el texto.
Este uso preferente de codones debe considerarse como propio de
un gen con expresión media en O. acremonium, por analogía a como
se considera en los genes correspondientes pyr—4 de ti. crassa
[153] y pyrG de A. nidulans [238], y como está establecido para
el equivalente URA3 de 3. ceretrisiae [201].
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TTTPkIC 4-TCWSCr O—TAWTYr 3-TOTCyS 1
VTO Phe 5—Tocaer 3—TACTyT 8—TOCCyS 3
YTA Len 1 — TCA Ser 4 — YAk CCC O — lOA CCC 1.
no Ln 4 — rOO Ser A — TAO CCC 0 1’CO rrp 4
CTTLCÚ l—CCTPrO 1—CATHIS S-COTATq O
«ro ten 16 — CCC Pro a — CAO Ele 9 - CCC Arg 6
CTA ten 1CCAPTO 2—CAAC1fl lCOAAXq 4
cro Len 9 — CCC pro e — CAO Cm 11 - 000 Axq 4
ATTI1. 5—ACTWST 4—AATASfl 3—ACTSCr ~
ATO Ile 5 — ACO TSr 6 — nC karl 13 - ACO ser 4
ATA Ile o — ACA TSr 5 — &AA Lys O - ACA Arq O
ATO ltét 10 — ACO ?hr 11 — no tya 19 — ACO Arq 5
OTT Val 3 — OC? Ala 4 — OAT Aap 7 — 00W ay 5
OTO Val 14 — CCC Ala 16 — CAO ASP 17 — 000 Oly 18
CTA Val O — OCA Ala 6 — CAA Cm 3 - OCA Clv 3
OTO Val 9 - 000 Ala 12 — CAO Ola 2? - 000 Clv 5
Tabla 1.— Uso de codones del gen estructural para la OMPdecasa de C. acremoniuz, expresado en frecuencia absoluta
de aparición de cada triplete.
2 aB.. Promotor.
En los 780 pb anteriores al codón iniciador de la traducción
existen otros cuatro tripletes ATO en distinto marco de lectura.
Aparecen pautas abiertas entre las posiciones 74-189, 156-161,
y 284 (ó 374) y 396 (Fig. 17). Estas secuencias de lectura se
cierran como mínimo a —380 pb del ATG iniciador. Por tanto, es
poco probable que el gen donado de O. acremonium esté sujeto a
regulación traduccional mediante un mecanismo de atrapamiento de
ribosomas.
No aparecen señales asimilables a las cajas —35, —10 y sitio
de unión al ribosoma típicas de procariotas. Hay que señalar que
en el gen URA3 de S. cerevisiae sí existen señales suficientes
para la expresión en E. coli E329]. Asimismo, en el gen pyr—4 de
y. crassa se encuentra una señal comparable a la caja de Shine—
Dalgarno [279] y el inicio de transcripción tiene lugar en la
misma base tanto en el hospedador homólogo como en E. ccli II~-3~]-
La ausencia de señales asimilables a las señales propias de
procariotas en el gen donado apoya el resultado obtenido en la
complementación de E. ccli PBlOO9 con pFB6 o pAV4—l en
comparación con los demás plásmidos de la serie pAV.
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No aparece una caja TATA típica, fenómeno que es frecuente
en hongos filamentosos [23, 153, 322]. Aparecen, en cambio,
varias cajas del tipo CAAT (posiciones 86, 110, 492 y 631; Fig.
17). La más indicada para tener cierto significado es la que
empieza en la posición 631, es decir, a 150 pb del triplete
iniciador de traducción. El entorno de esta secuencia
(CCGTcaatCACTT) es comparable al de la caja descrita en el pyr—4
de N. crassa (CCGGOaatTCTT), en donde se sabe que esta zona -
situada a 127 pb del inicio de transcripción y a 183 pb del ATO—
es esencial para la expresión [137].
A continuación de la presunta caja CAAT del gen donado de
O. acremonium hay varios motivos que merecen señalarse:
1) Dos zonas ricas en 0V (aproximadamente un 80%) en las
posiciones 656—674 (106—124 del ATO) y 693—712 (68—87 del ATO).
La segunda zona rica en CT se corresponde con una región más
amplia (25 pb) y con un contenido del 100% de Of en el promotor
del gen pyr—4 de 2’. reesei [36, 367]. Las zonas ricas en CT
suelen encontrarse en o inmediatamente antes del inicio de
transcripción en los genes de hongos [ctr., p.ej., 159, 273, 313,
406], incluso en O. acremonium [255, 362].
2) A 12 pb de la última zona señalada aparece la secuencia
CAGAAC, que termina a 51 pb del ATO. El mismo hexanucleótido y
a la misma distancia del inicio de traducción se encuentra en el
gen cefEE de O. acremonium [339].
3) En las posiciones 735—~75l (a 29—46 pb del ATO), 14
nucleótidos de los 17 que forman la secuencia son de adenina
(84%). Esta secuencia podría producir curvatura en el DNA, bien
por st sola o por la unión con una proteína [158, 162].
4) Detrás de esta zona rica en A aparece el motivo COACCC,
cuya última base se sitúa a 22 pb del ATG. Esta secuencia es
idéntica a la que se encuentra a 31 pb del ATO en el promotor del
gen pyr—4 de 2’. reesei [36, 367] y algo similar al motivo aCAteo
presente a 26 pb del ATO en el promotor del gen pyr—4 de N.
crassa [137, 279].
Se encuentran varias secuencias inversas y repetidas que dan
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lugar a horquillas y que podrían ser sitio de unión o de
reconocimiento de proteínas implicadas en la transcripción o su
regulación [372]. Por su situación y valor de energía libre
(calculada con el programa I{AIRPIN de PC/Gene), destacan las
siguientes (Figs. 17 y 18):
1) La centrada en las posiciones 621—622 (antes de la caja
CAAT; -10,6 Kcal/mol), en cuyo bucle aparece el tetranucleótido
CAAG. Muchos genes de hongos tienen el inicio de transcripción
en la secuencia YAAG (Y =pirimidina) [153].
2) La centrada en la posición 708 (al final de la segunda
zona rica en CT; —6,6 Kcal/mol).
3) La centrada entre las posiciones 725-726 (relacionada con
la caja CAGACC común a los promotores del gen donado y del gen
ce.tEF de O. acremonium; —10,8 Kcal/mol).
Las horquillas segunda y tercera solapan en 2 pb, por lo que
podrían formar una estructura más compleja.
No se encontraron, otros motivos comunes con promotores de
otros genes estructurales de OMPdecasas ni con otros promotores
de genes de O. acremonium.
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615 — C.C C.C
C.C lA C.C
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CCTCCT’TTAC TGXATCACTT C¶TCACCCCC CCCCCCACAA OOGTGCA..AG XAJ~CA4.A.<Ap
Fig. IB.- fletalle de las horquillas en el promtor del gen donado.
2..C. Teruinador.
En la secuencia que va a continuación del triplete TGA
situado en la posición 1909 (Fig. 17) hay otros codones de fin
de traducción en la misma pauta, situados en las posiciones 1975
(a 67 pb del final de la secuencia estructural), 2086 (a 178 pb)
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y 2170 (a 262 pb).En esta zona el contenido en A+T es del 54,5
% frente al 38,8 % de la zona estructural, lo que puede indicar
que existen señales de poliadenilación [312].
No se encuentra la señal consenso de poliadenilación AATAAA
presente en mamíferos y en algunos genes fúngicos [23, 153, 312,
411]. sin embargo, aparecen dos cajas similares pero invertidas
y complementarias en las posiciones 1941 (TTATT) y 2090 (TTATTT),
es decir, a 29 y a 88 pb del triplete TGA, respectivamente, y
separadas -60 pb entre si (Fig. 17). La secuencia TTTTTATA,
repetida 17 pb más adelante, se ha asociado con parte de la
funcionalidad de la terminación en levadura [165, 311, 411].
Inmediatamente después de la secuencia TTATTT aparece el motivo
TGTGTTCT, que comienza en la posición 2096. Este motivo se ajusta
a la secuencia consenso YGTGTTYY, es frecuente que aparezca -‘130
pb detrás de la señal de poliadenilación AATAAA de mamíferos y
es esencial para la formación del extremo 3’ del mensajero [262,
311, 411]. Por otra parte, está descrito que la terminación en
el gen pyr—4 de N. crassa ocurre en tres sitios distintos. El
primero de ellos está situado a 9 pb del codón de fin de
traducción, en la secuencia GGgG [137]- En el terminador del gen
donado los 15 primeros nucleótidos tienen un contenido del 80%
en G, y concretamente las posiciones U a la 98 son guaninas.
No se encontraron otros motivos comunes con los terminadores
de otros genes estructurales de OMPdecasas ni con otros
terminadores de genes de C. acremonium.
3. CONPARAC ION CON OTRAS ONPDECASAS.
3..A. Alineamiento.
El hecho de que existan otros genes secuenciados que
codifican para OMPdecasas en otras especies permite hacer un
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Rif. kDa E’ AA ¡-TEE C~ AAALflIEADOS
Horno sapiens
Mus niscu.lus
Ustilago maydis
Schizoptqllum comune
Schizosaccbaro¡yces pote
MUcor circineiloides
Phycomyces biakesleeanns
Saccharo¡yces cerevisise
Xluyveroiyces laetis
Candida ¿Iflícana
.4spergillus níduiana
Asperg:IIus níger
PeniciIIiu¡ chryscgenna
Dictyostelium discoideu
Trichoderm reesei
Cepbalosporiu acrerniua
Neurospora crassa
Esoherichia coil
Salrnnella typhimrnm
RacíIlus suBtilis
¡4yzococcus xantbus
[3741
12851
[2231
[125]
150]
[333
1101]
j329]
[2401
[283]
[413]
[64]
[186]
[3671
1~~~1
[279]
[389]
[377]
[318]
[212]
277
27,7
30,9
30,0
29,4
29,5
29,9
29,2
29,2
30,0
30,0
30,2
29,6
26,2
41,2
41,1
43,9
26,3
26,2
30,0
30,4
254 23 3 228
255 23 4 228
283 30 4 249
276 30 5 243
264 30 4 230
265 27 6 232
267 30 6 231
267 27 5 235
267 27 5 235
270 29 4 237
274 30 3 241
277 30 4 243
275 30 4 241
236 6 1 229
381 32 3 346
376 32 2 342
397 38 5 354
245 12 2 231
245 12 2 231
239 1 1 237
288 28 2 258
Tabla 2,- Deleciones simuladas en los eterna auno y carboxilo de OPdecasas con secuencia conocida (por
deducción a partir de la secuencia de nucleátidos] para poder alinearías con los prograias CLUSTAL, [169]o PALION
(146].
~PLE
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alineamiento de sus proteínas y detectar ciertos rasgos de
interés. Para alinear las secuencias protéicas con mayor
fiabilidad se eliminó parte de los extremos amino y carboxilo de
todas ellas (Tabla 2), basándose en una serie de alineamientos
previos orientativos que no se muestran.
El extremo amino resultó estar poco conservado en el
conjunto de todas las OMPdecasas estudiadas. Se quitaron entre
6 y 32 aminoácidos del extremo N-terminal, dejando todas las
secuencias de eucariotas con una usina (o una arginina, en el
caso de M. circinelloides) como primer residuo conservado (Tabla
2). Para poder alinear las secuencias de procariotas se
eliminaron 12 aminoácidos del extremo amino en E. ccli y en S.
typhimurium, quedando treonina en lugar de lisina —cambio no
conservado— como primer residuo, pero dejando un alineamiento
aceptable con respecto a las secuencias de eucaríotas. En E.
subtilis se eliminó un sólo aminoácido para dejar usina como
extremo N—terminal y en M. xanthus se quitaron 28 aminoácidos
para dejar arginina como extremo amino. En los genes
bifuncionales, como es el caso de O. discoídeum, M. musculus y
II. sapiens (dr, el apartado 1 de la Discusión), la eliminación
de aminoácidos en el extremo 14—terminal se refiere a lo
correspondiente del dominio OMPdecasa.
De los extremos carboxilo se eliminaron entre 1 y 6
residuos, dejando como último aminoácido una Usina o una
arginina en una zona relativamente bien conservada desde el
residuo básico hacia la zona aminoterminal (Tabla 2).
No se incluyeron las secuencias de otras cepas de 3.
cerevisiae [329], 2’. reesei [36], K. lactis (270] ni otra
secuencia del gen humano [373]. Estas secuencias varian como
máximo en 4 aminoácidos con respecto a las empleadas en este
trabajo o la diferencia se encuentra en las zonas flanqueantes.
El alineamiento en las condiciones citadas para las
secuencias de eucariotas mediante el programa CLUSTAL de PC/Gene
[169] y mostrado en la Figura 19: A) Indica que existen dos
inserciones principales —una de —100 aminoácidos (posiciones 115-
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217 de la proteína recortada de C. acremonium) y otra de —10
aminoácidos (posiciones 279—286)— que sólo se encuentran en las
proteínas de O. acremonium, 2’. reesei y N. crassa. B) Pone de
manifiesto que existen varias zonas conservadas en todas las
proteínas comparadas, y por tanto prueba definitivamente que el
DNA donado corresponde al gen estructural para la OMPdecasa de
O. acremonium. Las OMPdecasas no tienen motivos comunes con otras
descarboxilasas ni con otras enzimas del metabolismo de las
pirimidinas [321].
Las inserciones citadas tienen unas longitudes fuera del
rango de la mayoría de los intrones fúngicos y no presentan las
señales consenso típicas [23, 153, 322], ni similitud con los
intrones de otros genes de O. acremonium [157, 255- 184]. Que
estas secuencias muy probablemente no sean intrones corrobora los
resultados anteriores en cuanto a la complementación de E. ccli
FBlOOS (apartado l..D) y en cuanto a la expresión de la proteína
de O. acremonium en E. ccli MC4lOO (apartado l.E). No tienen un
uso de codones distinto del conjunto de sus proteínas respectivas
y se alinean bien entre ellas (no se muestra). La inserción mayor
muestra un % de similitud considerable, aunque siempre menor que
el conjunto de la proteína (Tabla 3). Esto permite sugerir, junto
con el hecho de su ausencia en otras OMPdecasas, que no es una
zona esencial para la actividad del enzima, como han señalado
otros autores [37]. De la Tabla 3 también se deduce el mayor
parecido de las tres especies citadas frente al resto. Con ello
se puede situar a O. acremonium y a T. reesei —ambos
deuteromicetos— como emparentados con ti. crassa en la clase de
los pirenomicetos. Este resultado coincide con los estudios de
evolución del RNA ribosómíco SS de O. acremonium y ti. crassa [77,
174] y justifican el nombre de pyr—4 para el gen donado,
respetando la prioridad de nomenclatura de ti. crassa. La
similitud en cuanto a nucleótidos llevada a cabo con el programa
NALIGN de PC/Gene [146] también pone de manifiesto estas
semejanzas: aproximadamente 69% entre O. acremonium y ti. crassa,
75% entre O. acremoraium y 2’. reesei, 69% entre ti. arassa y 2’.
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Fig. 19 (en la página siguiente).— Alineamiento de OlPdecasas de eucariotas con secuencia conocida. Para mejorar
el resultado se recortO parte de los extremos amino y carboxilo como se indica en el texto y en la ‘lÉla 2. Se
señalan con asteriscos los aminoácidos idénticos en eu.cariotas, y con asteriscos subrayados, aquellos residuos
que taÉién son idénticos o similares en procariotas. Con un punto se indican los aminoácidos similares en
eucariotas, y con un punto subrayado, los aminoácidos que también son similares en procariotas. En los
procariotas no se incluye la secuencia de Iyrococcus ranthus, Se han destacado entre dos lineas horizontales e
indicado con ntmeros romanos las cinco zonas mejor conservadas. Abreviaturas: R0N~Homo sapiens; 1WS34~!us
maculus; USTI=Usttlago uydis; ScON=schizophyllum camine; Spvlzschixosaccharomyces pute; MUCO=Kucor
cfrcinelioides; PHYC—Phycomyces blakesleeanus; SCERSaccharo~’ces cerevisiae; XLAC=Kluyveromyces lactis;
CWaidida albicans; AJIDtAspergiIlvs nidulans; ANIGtpergiilus níger; FENI=?eniciIliui ch¡7sogenum;
fllC!—flíctyostelium discoiden; TRIC4’ricboderu reesei~ CX?E~ephalosporium acremniuu; REU~—Neurospora crassa.
O. acremoniu¡ ¡E. crassa 58,5 (48,5) 11,4 (9,3) 69,9 (57,8)
e. acremnhim ¡ 1’. reesei 74,5 (56,3) 9,0 (8,7) 83,5 (65,0)
E. crassa ¡ 2!. reesel 60,4 (53,6) 11,0 (9,3) 71,4(62,9)
O. acremniu¡ ¡ A. nidulans 46,7 13,1 59,8
e. acnrniu¡ ¡ S. cerevisiae 44,2 13,9 58,1
e. acrernio? ¡ E. colf 13,4 3,0 16,4
e. acremntu? ¡fi. sapiens~ 47,6 11,0 58,6
E. colf ¡ fi. sapien? 95 0,4 99
Tabla 3- Comparación entre las OlPdecasas (deducidas por secijencia de nucledtidos) de O. acrerniua, 2!. reesei
y 1. crassa frente a las de otras especies representativas para establecer el grado de similitud, según el
programa PALIGII [146].Se usó la secuennia completa de las proteinas excepto en los casos señalados con un
asterisco, en los que, para poder emplear las minas condiciones del programa, se simularon deleciones en los
extremos atino y carboxilo como se indica en la Tabla 2 Entre paréntesis se muestran los valores resultantes
de comparar solamente la innerción de -100 aminoácidos presente en las tres especies citadas al principio y que
no aparece en las demás Olpdecasas.
74
COMPARACION CON OTRAS OMFDECASAS
1
X1?NLCMOVSLARELWZÁOALCPS IOXLX?W.’DItiÉtflW--V
K-ENteLsAnVsEAnLLoL.nALCp5taar~1u.Dmo----v
KQ—n<LCVSID’nnQoLLoVcEAvGmvctvnMIDIVEDPOHD—-——L
fl—SWLSVSVOVVK$OLL.MVM’VCVTtCLtfl(VtVVEDFDSS—-—L
X-Q5MTSVAVI2LmSEILRLVDRIC~YVCV!r1HIDVV3OP0QD—--—M
YE!SSLSVAVDWTn1LLSIADAVCPTVCVLrI,IIDIVStnLD—.——L
EX-n4LSVAVVVIflELLSIADSVCPYVCVLXS’HIDZVEUFPRfr-——L
KQ-flTnsWVRfl«flLELvEAInn,CUrNIVUíLTO?SXE-—-o?
fl—fltaSWVRS?DELLKLVWflICLLKVDILOOPSYE—---G?
fl¶tAIOVjKKPLfltflKWpyVCLllKTflIblINO?SrZ---ST
KX<vrVSAnvnssRLwLwRLCpynvtx?HIDILTOLT-p---S?
EXTV vsADv?flLWLDfiWPYIAVImIDILSDFS-n---8?
n-$wv1’vsADv~mzLwL.nRwPYIAvIKrEI0ILsnFs-Q---n
fl-T%L&VAAOLWKQQLLOLMSIOSUCVIKffiVDIIDNYD—E———E?
fl—SflCLS>.DWfl.R5LLytA0XI~?SIVVLflflYflMV5CWD?MpW1’CT
flSMTflSWVANAflLLMVlaKVCPStVVtflflflKVAGtCftpflO?
XQ-sNLCLSAOVEHAROLI..L.DnopsIvvTrnoLIToltynl.t’o?
* 6***••
45
45
45
45
45
46
.45
46
46
46
45
45
45
45
49
49
49
VPGSG’JVXGLQBVCL———— — 110
VPGSCVVXOLQZVCL 110
VN1pgV1SCLXV0Q~ tiC
VPCPSIISCLASV~Q— lío
VPC~It~LKEV0L— ———— tío
VVGSCIIXOLOWCL 111
VPCMIIXOLCXVGIr 110
VVCPOIVSGLZW.A8
WflC3~4IVACLXQGAQ— — 111
VtQCVVEGLKQGE 1.11
LPC2GIVtAiJOflK 110
LPCECIVEALQflS ——— tío
LPCZOIVMLJ.QTAQ— —————— 110
VACSSrVOCPXsOIZ 1.10
vrOxAsVAsIaQoAnwLnncsVnSVTv099r.nSnoo.DSRDAEP 149
VPCflSVflLflAAAflLSYEVX?SVTVCTfl——NToZtOOtEoooR 147
$iACEAMVSAJ4AoAA~nn6nIPflVtrsv5vaTPvAnQpAo5EA,oQVE- 145
III
SCCLLIAB<SSICSLMtOV’nAAV9MAZ! 143
RAcLLThm<SSACSIA?GN!TnAVa4AEE 143
ROLLLLASESS~ALTRGOV¶QAOVD!MX 143
ECL LARflSflCSLXflAfltflVOfl—R 142
..ROLULA<SSXCStATGSY’tfl?LSW,fl 143
—~~—————————————9CL!hjAEMSSZ0AL¶’RGSflSESvaRMR 144
RGLLZLASSSXcALnGSTrVESvSQn 343
RGLIJILMLSCXOSLS?CEWPKG?VDIA—X 146
RGLZJC.AELSSKGSMKCETTKGTVULA-K 146
——ROLLIC.AEISSVOSLAYOEYSQK?VttA—X 146
RCLLILA31flKGSLA~ESQARSVTtARX 149
SCLLIIASI2SXGSIA¶tQY?flSVDYARX 149
—SGLLILASVSXGSLATOAYTSASVtIAn 149
SOLUI.AQMS5Z5StCVG0Yn~<ImOJ1I( 143
WAOESLFPCISXAPLSROLIILAESQCFWIqCBV?nACVEA..RB 248
E’DIAIECOULLMftLEPIJILLILRSSASRMnnOJ.CvnhmnE 247
M?1SEOO4VXrCIERAPWICLLrLA~bSSgCCU.~flE9CW~>J.~ 241
4. .4.. -
Iv y
QL RAOOOSLCOO!XSPQEVXGflGSOIITVGUSZIISAAn 209
QL ———flCC0IflX~QQfl1SpQtflGflCSflVIIVGRt1LAAAR 209
CL DVXOOCLCCQYR?POQVU2SOCDVIIVGECIYCTLT 216
CL— CVXCOQCQQYRrPK0VVQE~C0V!IWRCIYGK.... 217
CL—-— OVXO~LOQQYM’PEEVIVRCGS0IITV0R0VYO.CR 210
CL —.—DflCDCLCQQYflYEBVIWSOOOIIIVCACIYGMPD 212
CL DIXODCLOQOYRSTEBVZVZSGCDVILVOROZYGXI’o 211
CL DorGI3AwooYrvoDvv—STCSOIIIVQRCLfl,CR 215
CL OOZGCMflCQYMVOEVV—SooSDtIIvORCLpuuxoa 215
CL- DDXCDCLOQQymNDEVV—SWTDIIIVCRGLPCJC9 217
ML SDKCDKWQQYQD9CSAVCR-CADP!IAflGIYnob 222
MI SSEG0flCOQyQTpMtCn—c~nwrí~oíynpo 224
‘SL SSRGDKLL24QYQ1!POSAVCR~0ADflIS0AGIY>JIA0 222
QF— MS¶O0AM000!flflYttI<UOfltVIIVGROflOSEO 210
QLP?SOEDQCRGSVCCDCQOCQn?PnLICI>ASOIAIVCRCU,>.SU 327
QL22flfl———CAELRCQQYN?pEatovca.nIvIvoaoíuc.oo 323
CP?PCEEAP OCCCL rPORLVRIKOTSnVCACIIflAD 335
. - * *
III
0<ELIfl.AXCIIEPLIFEXFAOICM¶¶<QYRCCIIASWAOLVEARV
MKSLITIAKQIflLIPE0SflflIOYeUEXQYECCIflIASWAOLVRAMV
VXQLTOLSEMUDn1PEDRXFAfl2GrVSL~YSA5V15XIASWSHITRAHL
vnLQALAEX~0nIflnufl0ICrvALQySsCvHKtAsw5HIn(AMP
VEKLVAL0XRflPLIFEDRXFADICN’1VXL~YASCVYXThSRAMfl95CHT
VAQLEQLMQmrLIF!ORzflnICnnEQyARCInuswSlIIT¶rnor
VAQLnMflODFLIFEDRflADZGR?VXEOYEKOV?XZASWSRI2WAnT
vXPLSAI.SAKTCLLFEOERflOTGMWXLQrSACVYI.IASA0ITNAISC
VVPLFJLAEKYVLIOUflflIOWTVXLQflSGVYfiIAflSCITIARC
IEPtLtLSEflQFWI~EbJtXFWXQflNflQYtCCVflISSWADITflRC
LSsLQStflXmFLIFEonFIDTCrvoEQyn~LflS6wArnI’SCA1
IECLRALACITOffLIflDRKFIDXa4?VQXQYU#rLRIsEwMfIIMcsi
IpaLaLAoxnnJPSoEntDImlwQxQyfG?LRzsEnMn’Scst
IKSLXCIAAXBNflIFKOYXflOLG?flNflQFBIGVY1<ISXWAVRVTVIIC
CAOLSLARXXCPLIFRDRX?00IOflTVEI~flCCSARII0WhJflVflV9fl4
CASISLMJRCFLI?EnBXPCDICrVELQYWCAARI !EWARIVNV1O4
Ofn.MXXGPLInOEXFVDICSTVQXQnAC?AaIVEMAEI?EAOI
* * 4. . A •. -
95
95
95
95
95
96
95
96
96
96
95
95
95
95
99
99
99
PUS 113
PUS 113
91.0 113
2L0
— Pto
— PLC-—
SPOPXUMQ--——
AN3FPYCSt-
5v
VNGI~S10 1.—DEPIYSMRSODCRKGS VS VSSPSL?
ACnSIPPPCIYONRQVPIXESSUC9ZCSIVSV,WrQQYESAMSPSIS
—.‘SISX vV’IaHTSr1~noI~CRKSSIVSIrrV’rQrvEPAnsPRLv
1>3
113
114
1>3
117
117
119
119
119
119
113
195
197
191
EStFVVCPISCSRVSI( RPSFLSSLTPCV 170
Rc—EPvICFISCSavSR——— XPEXLSLTPCV 170
D?TCFVCC?IMSRVOESERAB? ~0LLILTP0V 177
nttpvt0’nQfimbDCIoAPPCv1(v EDEOPLVL?P0V 180
E—TtPCYOPtACflFPML QSDYIT1(Spa 171
NbFVFOFUQOIEMO 0KOrVVISSPCV 173
N—KOFVPCFflaIICO,EyP DEDPVVflPCV 172
SDKDlvICPIAQamcCfir, £CYDWLIWrPCV 177
SOKOTVICFIAQROMOOBE 50? rPCv 177
SDXUVIC?IAORDMOCOE————- 5C?DWLflI’PCV 179
YOFVKOFVS¶RALSEVLPEQKS ES~FVV?WL’CV 154
Y-55U’V1(OFVSflSLOEVQSEVS$PS DEEoFV9rmCV 196
r—PSFVw?VSISLCEVESTSAPAS ED?VVVrCV 184
NflE—V3~LICQflLPSfl —VDOLVUIWCV 171
a—EnnwCflsQRrr8? EPDOA,Im<Tpoc 277
1f—KDFVMCPVSQRALRS — QPDO0flIOCPCC 276
N-KCYMCYVAQQNLSCInEASYÉOCEST?!EEAQAD(?LI0(TPCC 290
Afl(YflAARZAYLSF4 225
aIEA——— ABRYUAAWEAYLSR 225
TE~nnKXAAFA,VSEOCnY1eAA,4,AYIZE 249
0P3XV3 IRRQAZEYQMCWAAYTER 243
MPVVUflYSSAGS4flYQQR 230
-QVEAaflYRQ.SWDAYLn 232
£VEAOSflYREAGWMAYLSR 231
DAVSGflYRXA%MEAflSR 235
DPEVEOflYMLAOWEAYQ 235
tPO! EGflYSAAOWUUEX 237
PflA VQRYflZOWflYEEP 241
PVQ>. AQOVQKmIEAYEAR 243
PflA AJCQYQQQGWEAYLAS 241
2 KSVARKYETAAWE?YQSX 229
PVE EAEEYRS.>MXAYrS 346
LOE EAEAYISS..wxArrss 342
PPA — EAERYRRXAflAYQ0R 354
~6~~
.75
501(0
MUSE
OSTI
3COM
SPOM
NUCO
payo
Scn
KL&C
CM~
MIO
ARIO
PERI
DIO?
TRío
02225
flUR
«01(0
MUSE
135?I
90CM
3PO94
1(13053
9no
son
KLAO
ARIO
ARLO
PERI
Oler
TRío
CEPS
MEUQ
1501(0
MUSE
USTí
Scan
SPOM
NUCO
prive
Son
CALE
ARIO
1.1(10
PERI
olor
12510
05211
52119
150140
MUSE
Usí’
3COM
3205<
mico
pHvc
son
CALE
ARIO
ARIO
PERI
Dro?
TRíe
0295<
MEUIS
RESULTADOS
reesei, 65% entre O. acremonium y A. nidulans y 62% entre C.
acremonium y S. cerevisiae. Las inserciones citadas justifican
además el aumento medio de —12 lOa en las OMPdecasas de
pirenomicetos frente a las deriás <Tabla 2). Este hecho se
cuestionó al comparar la secuencia de ti. crassa con la de S.
cerevisiae, hasta que se demostró que el gen de Ileuros pera no
tenía intrones [137].
El alineamiento permite detectar cinco zonas principales
conservadas en todas las OflPdecasas (Fig. 19). Este resultado es
coherente con los últimos alineamientos publicados, menos
completos en cuanto al número de especies incluidas en el estudio
[37, 101, 212, 318, 321, 367, 400]. Exceptuando la zona señalada
como EV1 todas las demás zonas tienen una correspondencia
aceptable en procariotas.
Entre estas regiones destaca el hexadecapéptido que ocupa
la segunda zona conservada (Figs. 19 y 20-B), en el que 12
aminoácidos son iguales (75% de identidad). En la 2~ posición
sólo hay una metionina frente a 16 isoleucinas, cambio que es
conservado, y análogamente ocurre en la 3 posición (una leucina
frente a 16 isoleucinas). En el hexadecapéptido sólo aparece
variación en las posiciones décima y decimocuarta, por lo que,
desde el punto de vista funcional, la similitud de la zona podría
considerarse como del 87% (14/16) en el conjunto de eucariotas.
Si se hace un alineamiento incluyendo las secuencias de
procariotas pero exceptuando M. xanthus (no se muestra, aunque
se indica en la Fig. 19), disminuye la amplitud de las zonas
conservadas. Sin embargo, se sigue manteniendo el espaciado común
entre ellas con la salvedad señalada de los tres pi.renoxnicetos.
En las proteínas de E. cdi y S. typhimurium sigue estando
presente un péptido de 15 aminoácidos muy parecido al descrito
en la zona II (Figs. 19 y 20). En el pentadecapéptido de
enterobacterias hay 8 residuos idénticos y uno conservado con
respecto al péptido de eucariotas.
Lo que más llama la atención de la comparación de ambos
péptidos es la compensación de carga que se produce entre los
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aminoácidos en las posiciones 2~ y 5~: leucina —o metionina—
(posición 26) y glutámico (5’) en eucariotas, frente a aspártico
(2) y leucina (56) en enterobacterias (Fig. 20’>. Teniendo en
cuenta este razonamiento, la similitud de la zona desde el punto
de vista funcional entre enterobacterias y eucariotas seria del
73% (11/15). El argumento es análogo en el caso de E. subtilís,
con la excepción de que el primer aminoácido de la zona
mencionada es cisteina en lugar de fenilalanina, aunque también
el aminoácido que ocupa la posición l6~ es una valina que se
conserva en todos los eueariotas. El caso de M- xanthus se aleja
más de las otras 20 especies incluidas en esta comparación. La
poca similitud del grupo de las mixobacterias con los demás
grupos de bacterias confirma estudios llevados a cabo con otros
genes [212]. No obstante, cuando se hace un alineamiento con las
21 OMpdecasas, esta especie sigue conservando 5 aminoácidos
idénticos en la zona II con respecto al resto de las proteínas
(Fig. 20); y 6 aminoácidos idénticos con respecto a las otras
tres especies de bacterias (contando la leucina de la posición
54), a los que habría que añadir el cambio conservado de valina
por leucina (posición 76).
Los valores de similitud en la zona descrita contrastan con
los valores globales que se mostraron en la Tabla 2. Esta zona
conservada desde procariotas hasta el hombre se describió
originalmente al comparar las únicas dos secuencias que se
conocían en aquel momento —levadura y ratón—, y ya entonces se
postuló que debía desempeñar un papel importante en la actividad
OMPdecasa [285]. Actualmente se sabe que la lisina en la posición
86 de la Figura 20 es esencial para la catálisis [212]. En
cualquier caso, en eucariotas presenta 6 aminoácidos seguidos
perfectamente conservados (FEDRKF) entre las posiciones 46 y 94
(Fig. 20) y de ello se tratará en el apartado 2 de la Discusión.
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3.B. Arbol filogenético.
El programa CLUSTAL empleado en el alineamiento también
permite hacer un dendrograma con las secuencias comparadas (Fig.
21). Es obvio que el árbol filogenético resultante es erroneo en
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Fíg. 21.- Dendrograma elaborado con el programe CLJJSTAL ~l69]con OMPdecasas de secuencia conocida. Se recortó
parte de los extremos amino y carboxilo como se indica en la Tabla 2.
su conjunto puesto que, por ejemplo, coloca a D. discoideum
separándose entre pirenomicetos (2’. reesei, C. acremon:um, U.
crassa) y plectomicetos (A. nidulans, A. niger, 1¾ chrysogenum),
cuando el hecho de tener el gen bifuncional (ctr. el apartado 1
de la Discusión) debería situarlo más cercano a la divergencia
de ratón y hombre que a cualquier otro grupo de entre las
especies incluidas en este estudio. De todos modos, D. discoideuzn
(mixomiceto) es difícil de clasificar, y también se le ha situado
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separándose de la rama animales—hongos posterior a la divergencia
con procariotas [82]. Sin embargo, el dendrograma también tiene
aciertos, como separar en primer término a procariotas de
eucariotas; o hacer grupos con pirenomicetos, con plectomicetos
o con endomicetos (3. cerevisiae, K. Iactis, Gh albicans); o al
agrupamiento que hace entre S. conunune y U. maydis
(basidiomicetos), Ph. blakesleeanus y M. circinelloides
(zigomicetos) y S. pombe, un organismo —este último- dificii de
clasificar también según la secuencia de su RNA SS [77, 174].
4. AISLAMIENTO DE MUTANTES AUXOTROFOS -
Los resultados anteriores permitían afirmar que los
plásmidos pAVí, pAV2 y pAV3 (Fig. 12) podrían servir como
vectores para transformar mutantes de e. acremonium afectados en
el gen pyr-4.
Se hicieron experimentos para buscar los mutantes citados,
así como nutantes del tipo arg—12 o trp—I, susceptibles de ser
complementados, por ejemplo, con los genes argfl de A. nidulans
[39, 392] o trpC de P. chrysogenum [303, 341]. Los índices de
supervivencia de 1—15% se consiguieron tras 3—4 minutos de
irradiación de esporas con luz ultravioleta o tras incubar
esporas con nitrosoguanidina en concentración final de 50—100
ng/mL durante 60 minutos <15 minutos en el caso de germinulas).
En los experimentos preliminares se observó que, aún con la
máxima concentración de ácido 5-fluororótico (FOA) empleada (1
mg/mL), aparecía crecimiento sintrófico en las placas sembradas
con esporas mutagenizadas. Para mejorar la selección se determinó
aumentar la frecuencia relativa de mutantes auxótrofos en las
suspensiones de esporas mutagenizadas mediante filtración. En el
microscopio se observó que las esporas tenían un tamaño adecuado
como para atravesar el material filtrante empleado, mientras que
las germinulas con 12 horas de incubación no podían hacerlo
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(aproximadamente la mitad del diámetro de los poros en el caso
de esporas frente a 1—5 veces en el caso de las germinulas) - La
titulación de una suspensión de esporas sin mutagenizar antes y
después de filtrar sirvió para comprobar que no quedaban esporas
retenidas. En la Figura 22 se muestra la cinética de un
experimento de obtención de mutantes con luz ultravioleta
enriqueciendo por filtración. En la práctica basta con hacer una
o dos filtraciones más desde que no se observa turbidez en el
matraz por la germinación de conidios.
De este modo pudieron obtenerse típicamente decenas o
centenares de colonias partiendo de ~~l06esporas supervivientes
de la mutagénesis, aunque la mayoría (70-90%) son bradítrofas
mediante comprobación posterior. En la Figura 23 se ilustran
mutantes caracterizados bloqueados en la ruta de síntesis de la
arginina, aislados a partir de tratamiento con luz ultravioleta
y enriqueciendo por filtración.
Si bien este método dio buen resultado para obtener mutantes
bloqueados en la ruta de síntesis de la arginina o del
triptófano, en ningún caso se obtuvieron mutantes pyr—4. Las
esporas supervivientes de la mutagénesis, enriquecidas por
filtración y plaqueadas en presencia de FOA y uracilo o uridina
siempre dieron lugar a colonias protótrofas y resistentes al FOA.
En un caso en que no se incluyó FOA en las placas de recuperación
se obtuvieron 2 mutantes auxótrotos en la biosíntesis de
pirimidinas- La caracterización posterior mostró que eran
sensibles al FOA y que podían crecer suplementando con ácido
orótico, por lo que presumiblemente estaban afectados en la
actividad dihidroorotato deshidrogenasa y podían ser -por
analogía con ti. crassa— mutantes pyr—i (cffr. la Fig. 32). Al
mismo resultado de obtención de colonias resistentes al FOA y
protótrofas se llegó cuando se utilizó nitrosoguanidina como
agente mutagénico en esporas o en germínulas-
Los mutantes aislados y caracterizados mostraron, en
general, poco vigor en relación con la cepa parental, una
esporulación nula o muy deficier~te y en ocasiones alteración en
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la morfología de la colonia. La escasa esporulación dificultaba
la manipulación posterior y la estimación de la frecuencia de
reversión. A la vista de estos resultados se decidió continuar
el trabajo para establecer un sistema de transformación por medio
de resistencia a alguna droga, tal como se apuntó en la
Introducción (Fig. 7), usando el promotor del gen donado-
5. SENSIBILIDAD A FLEOMICINA.
Con objeto de determinar si el crecimiento de C. acremonium
resultaba inhibido por fleomicina y estimar la concentración en
la que ésta debía usarse en experimentos de transformación, se
efectuó un barrido por duplicado en placas con distinta
concentración de la droga citada. Se sembraron 10’ esporas
viables en cada placa con medio mínimo sólido de regeneración de
protoplastos (MR?). El número de esporas plaqueadas correspondía
con el número de protoplastos viables en cada placa de
transformación (ver más adelante). Se emplearon las
concentraciones de O — 0,31 — 0,62 — 1,25 — 2,5 — 5 — 10 y 20 ~g
de fleomicina por mL de medio. La incubación de las placas
durante 2 semanas a 28 ‘0 mostró que no había crecimiento a
partir de 1,25 pg/mL hacia concentraciones superiores, y que con
0,31 y 0,62 pg/mL ya aparecían resistentes espontáneos y
crecimiento sintrófico. Se determinó trabajar con concentraciones
en el rango dc 1,25 a 5 pg de fleomicina/mL en los experimentos
posteriores de transformación.
6. CONSTRUCCION DE UN VECTOR DE TRANSFORMACION PARA SELECCIONAR
POR RESISTENCIA A ELEOMICINA.
Para aumentar la resistencia a fleomicina en los
protoplastos transformados, se hizo una fusión traduccional entre
el promotor más los 10 primeros tripletes del gen pyr—4 de C.
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flg. 24.— Esquema a escala del Stodo para construir una fusión traduccional pyr-4’::’Shble (pFIJN} y su control
(pFtC). Con caja hueca se representa el promotor y los primeros tripletes (en negro) del gen pyr-4 de Cn
acremniu¡; con flecha hueca, el gen Shble; con caja punteada, el terminador CfC—l de levadura; con linea
sencilla, el plásmido pUl’7l3; y con flecha sencilla, el gen de la 5—lactamasa. Sólo se muestran los sitios de
restricción necesarios para la aclaración del esquema.
Se aisló el fragmento Salí de 1,8 kb a partir del plásmido pAV2 fFig~ 12) y se clonó en pudo, dando
lugar a les plánidos pPP4-I y pPP4-2. La denominación de tos plástdos pPP4-l y pPP4-’2 alude a que la
orientación del promotor con los primeros tripletes del gen pyr-4 sea la misma o la opuesta a la del gen de la
5-galactosidasa de pUClO, respectivamente. El inserto del plásmido pPP4-2 se aisló tras digestión con BcoRl y
HindIII para tener un extremo susceptible de ligar más tarde con pOr713 abierto con RcoRl y Salí o abierto con
RcoRI y BaÉf 1, según se tratase de la construcción pFUN o la construcción control pFLC, respectivamente. Una vez
ligadas ambas construcciones por sus respectivos sitios ScoRI con los insertos de 1,8 kb, se hizo un tratamiento
con el fragmento grande de la ONA polimerasa Ide E. coIi (fragmento Xlencw) y los cuatro desoxirribonucledtidos
trifostato. De este modo los sitios Hindilí quedaban romos para poder sellarnos posteriormente mdiante ligasa
con el extremo BajEl rellenado en el caso de pELC, o con Salí (que corta dejando extremos romos) en el. caso de
pELIN.
Abreviaturas: Ba=BalI; BrBaMhI; dRT?s—desoxirribonucleótidos tritosfato; E=BcoRL; H=HfrdIII¡
(P)asa—tosfatasa alcalina; 58a11; S0C2=sitios únicos de donación adicionales de pUT7l); X=X¡aIII.
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acremonium y el gen Shble del vector pUT7l3 (Fig. 8). La
construcción funcional se denominé pFUN, y la construcción
control —interrumpida por un codón de fin de traducción, como se
verá a continuación— se denominó pFLC. En la Figura 24 se
esquematiza el método seguido para obtener ambos plásmidos.
Hay que mencionar que en la descripción de los sitios únicos
de donación inmediatamente anteriores al gen Shble de pUT7l3
[60, 108], no se indica que existe un sitio BalI al principio del
gen citado (Fig. 8) y que resulté ser único en todo el plásmido.
Este sitio fue muy útil para construir pPUN (Fig. 24), aunque se
pierden los dos primeros aminoácidos de la proteína Shble. El
resultado neto, como se detalla en la Fig. 25, es que en pFUN se
puede suponer una fusión traduccional pyr—4’::’Shbile, en la que
interviene DNA de pUCíJ, y que codifica para una proteína de 137
aminoácidos en lugar de los 124 residuos que posee la proteína
original del gen Shble [1081. Por el contrario, en la construc-
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Pig. 25.- Detalle de las fusiones traduccionales en pFl2l y pFIL. Se ha acotado con flechas la procedencia de los
nucleotidos que intervienen en cada una de ellas. Entre corchetes se muestran los sitios de restricción
destruidos al llevar a cabo cada construcción. Los niÉeros indican el orden en la secuencia de aminoácidos en
cada fusión, empezando por la primera metionina del gen pyr-4 de C. acreEniul (Fig. 17>. Entre paréntesis se
señala el ni~ero ordinal que presentan los aminoácidos en la proteina del gen Shble. Los tres asteriscos indican
el codón de fin de traducción que se produce en p?lC.
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ción de control pFLC se produce una fusión entre DNA de C.
acremonium y pUCl3 que queda interrumpida por un codón ópalo
después del decimoquinto aminoácido, situándose un triplete más
adelante el gen Sbble intacto.
El vector pFUN para transformar 0. acremonium por
resistencia a fleomicina presenta los siguientes sitios únicos
de donación: 1) EcoRI, SstI, Bamní y XbaI, procedentes de pUClJ
y situados en la zona distal del promotor del gen pyr—4. El sitio
SmaI que también está presente en esa zona no es único pues
existe otro en el gen Sltble [108]. 2) El sitio HindIII que hay
a continuación del terminador CYC-1 (Fig. 8). 3) Los sitios
adicionales de donación de pUT7l3 desde .BglII hasta Clal (Fig.
8), salvo XmaIII, que también está presente en el promotor
fúngico y en el gen Sbble.
Se conoce la secuencia de pFUN salvo los —1000 pb que hay
en la zona distal del promotor del gen pyr—4. Los —800 pb que hay
a continuación se mostraron en la Figura 17 y el resto -pUT7lJ
(Fig. 8)- está descrito con detalle [60] sobre la base de pUC9
[417].
7. OBTENCION DE PROTOPLASTOS.
Para hacer las células competentes al DNA transformante era
necesario obtener protoplastos, según se ha señalado en la
Introducción. Los protocolos existentes para 0. acremonium eran
laboriosos y necesitaban el pretratamiento del micelio con un
agente reductor, el uso de más de una enzima lítica o tiempos de
incubación largos [160, 300, 315]. Se determinó poner a punto
otro método más sencillo, basado en el de A, nidulans [380] y
usando como enzima lítica el preparado comercial Novozym 234, que
había dado buen resultado en otras especies de hongos, inc1uido
0. acremonium [160, 356, 357]. El protocolo final se ha detallado
en la sección de Materiales y Métodos.
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Con objeto de tener micelio en un estado fisiológico lo más
homogéneo posible y de este modo aumentar la reproducibilidad de
los experimentos, se partió de conidios conservados en agua y
glicerina a -20 ~C. El inconveniente a priori de que la cepa
silvestre de C. acremonium no esporule en placa, pero que lo haga
de forma considerable en medio liquido, resultó ser una ventaja
al poder usar suspensiones concentradas de esporas previamente
preparadas que se conservan congeladas y mantienen la misma
viabilidad y el mismo rendimiento en micelio durante —2 años.
Se obtuvieron 2.5 (±0,4) g de micelio escurrido por cada
100 mL de cultivo líquido durante 24 horas de crecimiento en 47
experimentos independientes. El aspecto microscópico típico del
micelio obtenido muestra esferas con un diámetro de 0,2-1 mm de
diámetro en preparaciones por aplastamiento (sguash), formadas
por la germinación de una o varias conidiosporas juntas y típicas
de un modelo de crecimiento estromático [309]. Con tiempos de
incubación mayores (36 ó 48 horas) se prolongaba el tiempo de
incubación con enzima lítica y descendía el rendimiento en
protoplastos y su viabilidad, como suele ser la norma [402]. No
todas las veces que se obtuvieron protoplastos se dirigieron a
transformar por resistencia a fleomicina como se indicará más
adelante, ya que también se intentó la transformación con otros
marcadores, incluso con otras fusiones pyr—4’::Shble. Estos
resultados no se muestran por ser inconsistentes o negativos,
pero se hace de los pasos comunes a todos ellos, como es el dato
del peso de micelio obtenido, con el fin de tener valores
estadísticos.
El tiempo de incubación con enzima lítica osciló normalmente
entre 1 y 2 horas. Se observó variación según lotes de enzima y
su grado de envejecimiento en cuanto a tiempo de incubación
necesario, rendimiento en protoplastos y viabilidad de los
mismos. El número de protoplastos obtenidos por gramo de micelio
escurrido fue de 7,1 (±2,5) x109 mediante recuento en
hematocitómetro, de tamaño muy variable.
Para purificar los protoplastos de los restos de micelio sin
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digerir se hizo una centrifugación en gradiente. Se obtuvieron
4 fases que, descritas desde el tondo del tubo hacia la parte
superior, mostraron los siguientes contenidos por observación
microscópica: 1) Una fase sólida, formada por restos de micelio
sin digerir con protoplastos atrapados. 2) Una fase líquida con
pocos restos de micelio y escasos protoplastos, de tamaño muy
pequeño (criterio cualitativo). 3) Una interfase opaca -‘la de
interés— constituida por protoplastos muy concentrados y de
tamaño grande (—20%) o intermedio. 4) Una tase superior con muy
pocos protoplastos, de tamaño pequeño. De la interf ase mencionada
donde están mayoritariamente los protoplastos, una vez extraída
y lavada, se obtuvieron 1,3(±O,5)x109protoplastos por recuento
en hematocitómetro, de tamaño bastante homogéneo y grande. El
rendimiento medio en la purificación fue, por tanto, del 18%. En
consecuencia, de 1 g de micelio pueden obtenerse fácilmente más
de 10 alícuotas con íO~ protoplastos cada una, que son las que se
usan posteriormente en cada ensayo elemental de transformación
(ver el apartado siguiente).
El porcentaje de protoplastos viables frente al total
resultó ser de l1,5(±4,7), establecido por dilución en STC y
plaqueo en medio minino osmóticamente estabilizado (MRP/MRPb).
Se necesita incubar las placas ‘-2 semanas para llegar al valor
final. La proporción de falsos protoplastos o restos de micelio
viable (partículas insensibles a dilución osmótica) osciló entre
l/LOOO—l/l0.000 de los protoplastos totales, y por tanto un 0,1-
1% de los protoplastos viables.
La técnica también fue válida para obtener protoplastos de
un mutante arg—12 procedente de tratamiento con luz ultravioleta
(att. el apartado 4) y para la cepa semi—industrial C-l0, con las
modificaciones que se detallan en la sección de Materiales y
Métodos en cuanto a la inoculación. Los valores extremos
obtenidos en 3 experimentos con la cepa C—l0 fueron ).os
siguientes: 1) Peso escurrido de micelio en 100 mL de cu1ti.vo~
2—4 g. 1) Tiempo de incubación en mezcla lítica: 2-3,5 horas. 3)
Protoplastos totales de 1 g de micelio: 5—axía’. 4) Protoplastos
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purificados: l—2x10’. 5) Viabilidad: 5—20%. 6) Proporción de
partículas insensibles a dilución osmótica frente al recuento
total: l/300-l/2..O00. Por tanto, salvo el tiempo de incubación
con enzima lítica y la proporción de falsos protoplastos o restos
de micelio viable, los resultados son similares en las dos cepas
de C. acremonium.
8. TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS Y SELECCION POR RESISTENCIA A
FLEOMICINA.
Cuando se añadieron de 5—20 ~¿gde plásmidos con el gen Sh.bie
y una solución con PEG y calcio (PTC, ctr. Materiales y Métodos)
a tubos con 10~ protoplastos se obtuvieron colonias resistentes
a fleomicina.
La observación microscópica mostró que los protoplastos
aparecen mayoritariamente en agregados de 50—100 unidades en
presencia de PTO. La viabilidad después del tratamiento con PTC,
plaqueando diluciones en medio mínimo sólido osmóticamente
estabilizado, no descendió de forma significativa, manteniéndose
en torno al 10 % (11,2 (±4,0) %).
Se determinó que el tiempo óptimo para añadir la capa
selectiva de fleomicina era de 18-20 horas después de la siembra
de los protoplastos, ya que con tiempos menores (añadida a la vez
que se plaqueaban los protoplastos, o añadida a las 6 horas)
descendía el número de colonias presuntamente transformadas, y
con tiempos mayores <48 ó 72 horas) aparecía crecimiento en las
placas de control sin DNA. También se comprobó que no había
diferencia entre aplicar la fleomicina como una segunda capa con
agarosa o extendida con sacarosa y asa de vidrio.
En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos en los
experimentos de transformación, llevados a cabo en primer término
con la estirpe silvestre. Puede observarse que en el rango de
concentraciones empleado no aparecen resistentes espontáneos al
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CtYAC. ELffffiCflIA (uoIÉ
ATCC 11550 Ninguno - O O
pU1’713 (20) 0,25 0,05 0
(2O~ 0,45 0,15
pEUN (5) — 38 23
pflN (10) — 85 72
p!UN (20) 94 93 88
ATCC43272 Ninguno — U O O
pFUN (101 96 62 45
Tabla 4.- Transformación de protoplastos de dos estirpes de e. acremnium en función de la cantidad y tipo de
vector empleado y la concentración de fleomicina usada en la selección. Los valores representan el nimero de
colonias resistentes referidas a pg de DNA de plásmido usando j~A protoplastos, de )os cuales son viables -10
(ver el texto). Cada uno de los valores es la media aritttica de un mínimo de 3 experimentos independientes
de obtención y transformación de protoplastos para cada una de las dos cepas. El rúero de colonias resistentes
a fleomicina en las transformaciones con 10 ó 20 ~gde p?UX -tanto en la cepa silvestre (MCC 11550) como en la
cepa semi-industrial C-lQ (MCC 48272)- se determiné por extrapolaci&i, sembrando 1/10 del volumen del tubo de
transformación por placa.
antibiótico fleomicina. Cuando se transforma con el gen Shble sin
promotor (p13T713) o con el promotor pyr-4 en una fusión
traduccional interrumpida por un triplete de fin de traducción
(pFLC, dr, la Fig. 25), la frecuencia de aparición de colonias
resistentes no llega a l/gg de DNA transformante. Por el
contrario, cuando se añade una cantidad equivalente (20 gg) de
pFUN, con una fusión pyr-4’~:’Shble presuntamente funcional, la
frecuencia media de aparición de colonias resistentes aumenta
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—200—2.000 veces con respecto a los controles y se aproxima a
l00/gg de DNA. Existe una proporción muy baja (—1 %) de colonias
pequeñas que podrían considerarse transformantes abortivos y que
no se incluyeron el cómputo final ni se continuó con su estudio.
Estos resultados demuestran que la fusión pyr—4’::’Shble es
capaz de codificar para una proteína que Confiere resistencia a
fleomicina. Asimismo, demuestran que pFUN es capaz de transformar
mejor que los controles debido a una transcripción y traducción
correctas, ya que en el fragmento Salí de 1,8 kb donado en fase
ininterrumpida con el gen Shble deben existtr las señales
necesarias para que haya una transcripción eficaz, y los primeros
tripletes del gen pyr—4 aseguran que la traducción de la proteína
híbrida comience correctamente.
En los valores medios máximos se obtienen -1800 colonias
presumiblemente transformadas por tubo de transformación, es
decir, usando 10 protoplastos con una viabilidad del 10 % y 20
~g de pEUN. La frecuencia de transformantes/gg de pFUN depende
de la cantidad de vector pFUN usado (5, 10 ó 20 Mg) y, a juzgar
por la proporción, el DNA está limitando el número de
transformantes que se podrían obtener. El número de
transformantes obtenido con pEUN oscila poco en cada caso,
presentando en general un coeficiente de variación de la media
<20 % entre experimentos con distintos lotes de protoplastos.
La aparición de transformantes con pFUN comienza a los 5—6
días y normalmente su número no aumenta a partir de los 15 días
de incubación de las placas. Es recomendable trabajar con las
concentraciones de 2,5 ó 5,0 Mg de fleomicina/mL de medio: el
número de colonias obtenido es comparable, pero es mucho menos
frecuente el efecto indeseable que se señaló en el apartado de
Materiales y Métodos derivado de que las placas no estén
perfectamente horizontales. En la Figura 26 se muestra el aspecto
de las placas de un experimento de transformación.
Se aplicó el mismo método desarrollado para la estirpe
silvestre a la cepa semi—industrial C-lO. La viabilidad de los
protoplastos tampoco se vio afectada por el tratamiento con PEG.
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En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos y de ella puede 
deducirse que la frecuencia de transformación es un 30-40 % 
inferior en relación con la cepa silvestre en las condiciones en 
que coinciden ambas (10 pg de pFUN y 2,5 6 5 pg de 
fleomicina/mL). 
Fig. 26.- Aspe& de placas en experiaentos de transfomaci~ de C. acremm Am: 11550 con el vector pFKi. 
Cada grupa de cuatro placas corresponde a la siembra de dos Um de transfarmaciál: la de la parte superior 
izquierda, sin D4A (wntrol negativo); la de la pase superior derecha, con 8/10 del volumen del tubo de 
transformacih con DM; y las dos placas inferiores, con 1/10 cada und del volumen del tubo de transformaciCn 
con MA. En la fila superior de grupos de cuatro placas se seleccionó con 2,s pg de fleooicina/mL, y ea la fila 
inferior, con 5,O pq/nL. tas cxhmnas de gnrpas de cuatro placas ll, 2’ y 1’ corresponder a transfomciones con 
5, 10 6 20 jq de pFQI, respfctivansnte. 
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9. ESTABILIDAD DE LOS TRANSFORMANTES. 
Para saber si los transformantes de ambas estirpes no 
perdían la capacidad de ser resistentes a fleomicina durante su 
crecimiento, a la vez que se purificaban por haber podido crecer 
colonias juntas, se hicieron réplicas en medio sólido de 
regeneración de protoplastos (MRP) con 1,25 c(g de fleomicina/mL 
y sin ella. Se replicaron con palillos 100 colonias procedentes 
de transformaciones de la estirpe silvestre con 20 sg de pFUN 
para cada una de las tres concentraciones empleadas de 
antibiótico, es decir, 300 colonias en total. De la misma forma 
se replicaron 50 colonias procedentes de transformaciones de la 
cepa C-10 con las tres concentraciones de fleomicina, es decir, 
150 colonias en total. Todas las colonias mantuvieron el fenotipo 
de resistencia. El procedimiento se repitió dos veces mas. 
Después de tres pases en medio selectivo y no selectivo, todas 
las colonias siguieron siendo resistentes. Este resultado indica 
que los transformantes son muy estables, con un índice de 
inestabilidad x1/300 en el caso de la cepa silvestre y <1/150 en 
el caso de la cepa C-10. En la Figura 27 se ilustra el aspecto 
de placas con replicas para estudiar la estabilidad. 
Fig. 27.- Estabilidad de 10s traasfomntes. Se muestran placas con 100 colonias praxdentes de la transformación 
de la cepa silvestre de C. acrwrhs cm pFUt¡, seleccionadas con 1,25 ag de flmicina/nL y replicadas con 
fleosicina (iqierda) o sin ella [derecha). 11 control, replicado a la derecha de la cuadricala en ashs casos, 
es la cepa sin transforsar. 
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De cada grupo de transformantes correspondientes a las dos
cepas y a las tres concentraciones de fleomicina usadas en la
transformación se escogieron dos clones para estudios
posteriores. La nomenclatura empleada para estos clones se
detalla en la Tabla 5. De los 12 transformantes señalados se hizo
un pase en aislamiento en medio rico (1 clon/placa). Una vez
crecidas las placas se hicieron réplicas de 10 colonias aisladas
de cada clon en medio con y sin fleomicina como se indicó
anteriormente, y se comprobó que todas las colonias mantenían el
fenotipo de resistencia. Cada placa de medio rico se raspó con
agua y un asa de siembra con objeto de tener micelio crecido en
toda la superficie después de varios dias adicionales de
incubación. Cada una de estas placas sirvió para inocular (con
un cultivo intermedio en medio liquido -MDL- de 15 mL) dos
matraces con medio liquido (100 mL) por cada clon: uno para
estudiar la estabilidad después de un crecimiento a mayor escala
sin presión selectiva; y otro para extraer D14A y poder analizar
los transformantes por el método de Southern, como se verá en el
siguiente apartado.
Los 6 matraces de los transformantes de la cepa silvestre
formaron conidios con una viabilidad en el rango de l-5x108
ufc/mL, es decir, el mismo que el de la cepa sin transformar. Las
réplicas con y sin fleomicina de 100 colonias procedentes de cada
uno de los 6 transformantes esporulados en matraz mostraron que
se mantenía el fenotipo resistente en el 100 % de los casos. Los
6 matraces correspondientes a los 6 transformantes de la cepa C—
10, que no forma conidiosporas, mostraron una morfología
totalmente normal en medio liquido y una viabilidad en el rango
de ío~—iO ufc/mL, es decir, igual que la cepa sin transformar.
También en este caso las réplicas de 100 colonias de cada uno de
los 6 transformantes mantuvieron la capacidad de crecer con
fleomicina en todos los casos. Estos resultados demuestran que
el fenotipo adquirido es estable después de varias divisiones
mitóticas y, en el caso de la cepa silvestre, incluso después de
la formación de conidios.
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CONCUI!RACIOU DE
FLUICIIA DI LA
¶TWISFOUACIOI (aa/mU -u
Cepa silvestre
(ATCC 11550)
1,25 5—3—1
5-3-2
2,5 3—8—1
S-B—2
————.——————
5,0 S—C—1
S-C-2
Cepa semi—indnstrial
(A!CC 48212)
1,25 1—3—1
1—3—2
——-.---
I—B—l
1—8—2
2,5
5,0 I-C-l
I—C—2
Tabla 5.- Nomenclatura de los transformantes de C. acremonium empleados para estudiar su estabilidad y el destino
del DR>. transformante.
10. ANALISIS DE LOS TRANSFORMANTES.
Se extrajo el DNA total de los transformantes anteriormente
mencionados (Tabla 5) y se hizo un análisis por el método de
Southern. Con ello se pretendía comprobar que los individuos
resistentes a fleomicina lo eran por haber adquirido el gen
Shble, así como conocer el destino del DNA transformante.
Se usó 1 ¿sg de DNA de cada transformante de acuerdo con la
medida de densidad óptica a 260 nm. Se emplearon dos sondas
distintas: 1) El fragmento NcoI-HindIII de 0,7 kb perteneciente
al plásmido pUT7l3 (Fig. 8), que contiene el gen Shble y el
terminador CYC—2L. 2) El inserto del plásmido pAV4-l (Figs. 12 y
14), es decir, un fragmento SaIl—EcoRí de 1,4 kb que contiene el
gen pyr-4 de C. acremonium salvo los primeros tripletes de la
zona 5’ (los que intervienen en la fusión pyr—4’::’Sh.ble de pPUN;
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0,56—
Fig. 28.- Análisis del DNA sin digerir de seis clones de C. acremonium ATCC 11550 transformados con el vector
pflN e hitridados con el gen Shflle. Los carriles senalados con (+) son los controles positivos y contienen 0,3
ng de p?UN sin digerir (izquierda) o digerido con EcoRI (derecha). El resto de los caniles contienen 1 ~gde
DRA de la cepa citada sin transformar (carril nombrado con la letra S) o transformados con pflN, en cuyo caso
el contenido sigue la nomenclatura señalada en la Tabla 5.
— - 04 — 04
CC £fl mo0
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za6,6
4,4
2,3
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Fig. 29.- Análisis del DNA sin digerir de seis clones de C. acrerniu¡ ATCC 48272 transformados con el vector
pm< e hibridados con el gen sAble. La disposición de los carriles es equivalente a la de la figura anterior y
sigue la nomenclatura de la Tabla 5. El carril nombrado con la letra 1 contiene 1 gq de la cepa sin transformar.
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ver la Fig. 25). Las hibridaciones se hicieron en primer lugar
con la sonda del gen Sh.ble. Después de revelar las
autorradiografias con la primera sonda, se deshibridaron los
filtros y se hibridaron con la sonda del gen pyr-4. La segunda
hibridación tenía un objetivo triple: verificar que se había
puesto una cantidad de DNA comparable en cada pocillo; comprobar
que la digestión con enzimas de restricción no había sido
parcial, en su caso; y detectar la posible presencia de
polimorfismos entre las dos cepas empleadas.
El primer anglisis consistió en hacer una hibridación entre
el DNA extraído de los transformantes sin digerir con ninguna
enzima y el gen Shble. En la Fig. 28 se muestra que el marcaje
no aparece en la cepa silvestre sin transformar, pero que sí está
presente en todos los transformantes analizados. Este hecho
prueba que los transformantes han adquirido la capacidad de ser
resistentes a fleomicina por haber incorporado el gen Shbile.
Además, la señal siempre aparece en el DNA de alto peso
molecular, lo que sugiere que el vector pFUN se ha integrado en
el genoma y que no se mantiene como plásmido libre. Una
interpretación alternativa es que podría existir plásmido libre
en multimeros que migrarían como el DNA genómico. Por último, no
se observa una relación clara entre la intensidad de marcaje (que
debe ser proporcional al número de copias del gen Shble) y la
concentración de fleomicina con la que se seleccionaron los
transformantes, a pesar de haber cargado una cantidad similar de
DNA en cada pocillo.
Si se hace un estudio similar en la cepa semi—industrial o—
10 (Fiq. 29) se llega a las mismas conclusiones por lo que
respecta a la presencia o ausencia del gen SAble en la cepa
transformada o sin transformar y por lo que respecta a la
hipótesis de transformación integrativa. Aunque tampoco parece
que haya relación entre intensidad de marcaje y concentración de
antibiótico con la que se seleccionaron los transformantes, puede
apreciarse una diferencia notable entre el clon I—A—l y el resto.
El segundo análisis consistió en el examen del. DNA de los
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?ig. 30.- Análisis del DRA digerido con RcoRI de seis clones de e. acremonium ATCC 11550 transforiados con e].
vector pFUN e hibridados con el gen SAble. El carril señalado con el signo (+> contiene 0,3 ng de pPIJN digerido
con lcoRI. El resto de las abreviaturas es idéntico al de la Ng. 28.
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Ng. 31,— Análisis del DNA digerido con EcoRI de seis clones de 0. acrewniu¡ ATCC 48272 transformados con el
vector pEOR e hibridados con el gen SAble. El carril señalado con el signo (+) contiene 0,3 ng de pEIJN digerido
con XcoRI. El resto de las abreviaturas es idéntico al de la Fig. 29.
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transformantes digerido con EcoRí. Este enzima corta una vez el
vector pFUN, en la zona distal del promotor y en un lugar que no
tiene correspondencia con el DNA genómico, puesto que procede de
del arrastre de sitios únicos de donación de pUCl3 (ver la Fig.
24). El estudio con EcoRI confirma la ausencia de secuencias
similares al gen Shble en la cepa sin transformar y pone de
manifiesto que el patrón de integración del DNA transformante es
complejo y con múltiples integraciones (Fig. 30). Aparecen dos
tipos de intensidades en las bandas iluminadas. Las bandas poco
intensas podrían corresponder a integraciones únicas o de pocas
copias del vector con una migración similar dentro del rango de
resolución de la electroforesis, o bien a las secuencias que
flanquean una repetición en tándem. Las bandas más intensas, que
tendrían del orden de 10 copias (individuos S-A-2, S-B--l, S—B-2
y S—C—2), podrían deberse a integraciones en tándem, puesto que
migran como el plásmido lineal. Una integración del tipo 1 como
la descrita en la Figura 5 de la Introducción (en la que la
recoinbinación tendría lugar en la zona de homología entre el DNA
genómico y el vector, es decir, dentro d¿l fragmento en común del
promotor pyr-4 de 1,8 kb) debería dar lugar a una banda iluminada
de 15,8 kb, según el mapa de la Fig. 12. Una banda de ese tamaño
no aparece en ninguno de los transformantes de la Fig. 30. Por
tanto, parece que la norma serian integraciones ectópicas en las
que la recombinación se produciría entre pFUN y cualquier zona
del genoma. El número de copias por individuo podría oscilar
entre unas 5 (clon S-A-1) y aproximadamente 30 ó 40 (clon S—C-2),
si bien estos valores no se han cuantificado mejor mediante
autorradiograflas de filtros con distintas cantidades de DNA
frente a patrones (dot blot). El análisis con EcoRí confirma, al
comparar parejas de transformantes obtenidos con la misma
concentración de fleomicina, que no existe una relación precisa
entre número de copias presentes y concentración de fleomicina
empleada en la selección.
Lo expuesto con anterioridad también es válido para el
análisis con EcoRI de los transformantes de la cepa C—l0 (Fig.
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31). En este caso sólo el individuo I—B—l presenta copias en
tándem que correspondan con el plásmido linealizado. El clon 1-A—
1 podría tener una sola copia del vector, resultado que corrobora
la baja intensidad que presentaba en el análisis del DNA sin
digerir (Fig. 29). La rehibridación del filtro con la sonda del
gen pyr—4 puso de manifiesto que no existe polimorfismo entre las
dos cepas por lo que respecta a la digestión con RcoRI. En tal
caso, una integración de tipo 1 debería dar lugar -como en el
caso de la cepa silvestre— a una banda de 15,8 kb, hecho que no
se produce en el clon I—A—l, pero que —dentro de los limites de
resolución de la técnica— podría haber ocurrido en el individuo
I—C—l o 1-0-2. Un análisis posterior con XhoI, que no corta en
pFUN, mostró que tampoco existe polimorfismo con este enzima
entre las dos cepas, corroboró la presencia de una sola copia en
el individuo I—A—l y descartó la posibilidad de integración de
tipo 1 en los transformantes 1—0—1 o 1—0—2 (no se muestra). Por
otra parte, se observa que el número de copias de vector
integradas en los transformantes de la cepa 0—lo, que podría
oscilar entre 1 y 20, es menor que en los transformantes de la
cepa silvestre. Este hecho puede explicarse en parte porque en
las transformaciones de la cepa e-lo se usaron siempre 10 ¿sg de
pFUN, mientras que todos los individuos analizados de la cepa
silvestre proceden de transformaciones con 20 ¿sg de vector.
Con este último apartado queda demostrado que se habla
desarrollado un procedimiento para introducir, mantener y
expresar DNA en C. acremoniu»i.
loo
IV - OISCTJS ION
Con objeto de disponer de un gen homólogo y del metabolismo
primario de C. acremonium para emplearlo en sistemas de
transformación, se ha donado el gen estructural que codufica
para la orotidina 5’—monofosfato descarboxilasa de este hongo.
Al gen donado se le ha denominado pyr—4. El análisis de la
secuencia permite distinguir las zonas promotora, estructural y
terminadora, y su comparación con las de otras especies.
Se ha construido un vector para transformar protoplastos de
la cepa silvestre de e. acremonium mediante una fusión
traduccional entre el promotor más los tripletes del gen donado
y un gen que confiere resistencia a fleomicina. El sistema puesto
a punto es el más eficaz de los descritos hasta el momento para
esta especie y puede aplicarse a una cepa semi—industrial.
1. CLONACION DEL GEN pyr—4 DE C. ACREMQNIUM.
La ruta de biosíntesis de bases pirimidinicas es común en
todas las especies en que se ha estudiado (Fig. 32). Consta de
seis pasos y el primero de ellos es común a la síntesis de
arginina, aunque está catalizado por enzimas especificas para
cada ruta salvo en procariotas como E. coli. El último paso está
catalizado por la orotidina 5’—monofosfato descarboxilasa
(Oflpdecasa; E.C.4.l.1.23) [236] para producir uridina 5’-
monofosfato (UMP; Fig. 32). Esta enzima es homodimérica y
citosólica en todos los organismos estudiados Ec.tr., p. ej., 50,
106, 197]. Existe una vía alternativa para obtener UMP, captando
del medio nucleósidos o bases procedentes de la degradación de
ácidos nucléicos por nucleasas extracelulares y el concurso de
permeasas y kinasas o fosforribosil—transferasas en cada caso
[ver, p. ej. 94, 207, 208, 3203 (Fig. 33). A partir de UMP se
incorporan dos grupos fosfato consecutivamente para producir
uridina 5’-difosfato (UDP> y uridina 5’—trifosfato (tJTP), punto
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de partida en la incorporación de bases pirimidinicas a RNA y DNA
[230].
En E. subtilis todos los genes para la biosíntesis de
pirimidinas están agrupados [233] y en el resto de las especies
estudiadas están dispersos por el genoma. La evolución tiende a
seleccionar la fusión de estos genes en cistrones
multifuncionales (Fig. 32), con la ventaja de la canalización (o
secuestro) del sustrato. La canalización puede hacer que no se
pierda energía por degradación del sustrato [197], que se
mantenga el nivel de otro sustrato que interviene en la reacción
[386] y es una forma de regular coordinadamente la síntesis de
enzimas implicadas en varios pasos de una misma ruta metabólica
[79]. Para justificar la fusión de genes también se ha apuntado
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la hipótesis de que a medida que las células se hacen más
complejas necesitan simplificar su genoma o reducir el número de
partículas que requieren agua como solvente [261].
El eucariota en el que se ha estudiado mejor la regulación
de estas rutas es en S. cerevisiae (Fig. 33) y en particular la
regulación y la estructura del promotor del gen URA3 [333]. La
regulación del gen (JRA3 se efectúa a nivel de transcripción [12]
y es común a los genes URA4, URAl y (iRAS [241] (Fig. 33). En el
mecanismo de regulación intervienen el regulador positivo PPRI
y el ácido dihidroorótico como inductor [239]. El dominio de
unión a DNA de PERi tiene 6 residuos de cisteina con una
estructura similar a la del regulador GAL4 de levadura (binuclear
zinc cluster) [201; cfi-. también 53, 420 y la revisión 81]. La
cantidad de mensajero de LiRAS sin inducir es la un gen de
expresión media (-0,02% del total de RNA mensajero) [12]. La
inducción aumenta el nivel 3—5 veces con respecto al nivel basal
[241]. En E. subtilis [318], E. coil [389] y en S. typhimurium
[377, 378] hay represión del tránscrito por uracilo. En N. crassa
también está demostrada la represión y retroinhibición de los dos
primeros pasos de la ruta, así como la inducción por sustrato en
pyr—i [320] (ver las Figuras 32 y 33). Se ha sugerido que el gen
pyr—4 de N. crassa tuviera la transcripción regulada por ácido
dihidroorótico, como en el caso de levadura [137]. Una evidencia
indirecta de la regulación del pyrc de Ph. bilakesleeanus es la
cantidad de mensajero obtenida según el micelio estuviese crecido
en medio mínimo o en medio rico [101). Basándose en lo expuesto,
puede proponerse que también el. gen pyr—4 de C. acremoniurn podría
tener una expresión regulada en función de la concentración de
pirimidinas o sus nucleósidos en el medio externo, aunque este
hecho no se ha verificado experimentalmente.
En este trabajo se ha donado el gen estructural que
codifica para la OHPdecasa de c. acremonium. En la actualidad
este gen está donado como minino en 29 especies y se conoce la
secuencia en 21 de ellas (Tabla 6). Se puede afirmar que el gen
donado codifica para la OMPdecasa basándose en los siguientes
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UPICIE
Aspervillus nidulans
Asperillus niger
Asperqiflus oryzae
flacillus suttilis
Candida albicans
Candida boidinii
Claviceps purp&ea
Cephalosporiu¡ acrernium
DesuMonbrio vulgaris
Drosoplula míanogaster
flictyosteliu¡ discoideu¡
Zsc.benchia ccii
flor sapiens
Xiuyveromyces ladis
micer circinelloides
Mus wsculus
Mycobacteriu¡ s¡egutis
Myxococcus xanthus
Ñeurospora crassa
Penicilliu¡ chrysogenn
Phycomyces blakesleeanus
Rattus norvegicos
Salrnella typhimirium
Saccharomyces cerevisiae
Schizophyllu acame
Schuosaccharomyces pote
Schvanr¡ioryces occidentalis
frich~eru reesei
Ustilaqo ¡.aydis
pyrG
pyrc
pyrf
URU
URn
pyr-4
pyr-4
pyri
r—l
~IPYR$-6
pyrY
UPs
UPJJ
prG
ox
pyrF
ursA
prG
p~o
UNPs
URAS
URAl
URA4
ox
pyr-4¡pyrG/ura3
pyr6
283
144, 396, 413
96
233
136, 240
334
361
400
235
114
47, 48
105, 191, 389
373, 374
270, 353
33
285
178
211
57
63
101
202
377
12
124
13
215
37, 152, 367
223
Tabla 6.— Genes estructurales para la OMPdecasa donados en distintas especies. Para las referencias de la
secuencia de nucleátidos, consultar la Tabla 2y el apartado 3 .A de la sección de Resultados.
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hechos:
1) Hibrida con el gen pyr—4 de N. crassa.
2) Complementa la mutación pyrF de E. ccli.
3) En maxicélulas expresa una proteína con un tamaño similar
a la OHPdecasa de ti. crassa.
4) La secuencia de nucleótidos codifica para un polipéptido
muy similar a las demás OMPdecasas conocidas, conservando las
zonas características de estas enzimas.
Se demuestra que la hibridación heteróloga es una técnica
válida para donar genes en C. acremonium. Este método requiere
cierta homología entre la sonda marcada y el gen que se quiere
donar, así como unas condiciones que permitan distinguir la
hibridación entre los dos genes de señales inespecificas. Se usó
el gen de ti. crassa como sonda porque, de entre los genes
donados al empezar este trabajo, la comparación de los RNA
ribosómicos SS situaba a C. acremonium próximo a ti. crassa (clase
pirenomicetos) [77, 174], una conclusión a la que no es fácil
llegar por criterios morfológicos o fisiológicos. La importancia
en la elección de la sonda se pone de manifiesto por el hecho de
que el gen trpc de E. chrysogenum (clase plectomicetos) no
hibrida con el gen de C. acremonium [341 y resultados que no se
han mostrado]. Una vía alternativa era la donación por
complementación de la mutación pyrF de E. cciii FBIOO9 con una
genoteca de C. acremonium construida en plásmidos. Hubiera sido
un camino más directo, pero presentaba el inconveniente a prior.i
de que, si el gen hubiera tenido intrones, su desarrollo hubiera
sido inviable. Los argumentos a favor de donar el gen por
hibridación eran que la técnica ya estaba puesta a punto [341]
y que se disponía de una genoteca en fagos representativa del
genoma de cx acremonium [291, 292]. La donación del gen pyr-4
de C. acremonium se empezó por las dos vías citadas y se concluyó
antes por hibridación. A la vista del vigor mostrado por los
transformantes de E. coii FB1009 con los plásmidos pAV] o pAV2
hubiera sido difícil distinguir las colonias con el gen donado
de las colonias con crecimiento residual en los experimentos de
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complementación. La complementación de la mutación pyrF fue muy
útil, no obstante, para poder subclonar el gen aislado.
La complementación de una mutación de E. cali con un gen
eucariota se ha hecho muchas veces en el pasado y desde la
primera vez que se comunicó [371] se ha ilustrado en numerosas
ocasiones, incluso en C. acremonium [122] o para donar genes de
otras OMPdecasas (consultar las referencias de la Tabla 6). La
complementación de E. cali pyrF es la prueba genética formal de
la identidad del gen donado. También es un argumento importante
para afirmar que el gen en cuestión no contiene intrones y así
lo corrobora el análisis de su secuencia, aunque la prueba
rigurosa debería aportarse mediante caracterización de cDNAs- Los
genes equivalentes de los hongos próximos fi- crassa y 2’. reesei
tampoco tienen intrones, aunque los genes para las Ol4pdecasas de
algunas especies si los poseen, en posiciones conservadas según
grupos filogenéticamente próximos (consultar las referencias que
se dan en la Tabla 2). Además, la complementación de E. cali pyrF
permite afirmar que se pueden eliminar los 8 primeros aminoácidos
de la OMPdecasa de C. acremonium sin que se afecte la actividad.
Este hecho coincide con que se pueden delecionar los 6 primeros
residuos de la proteína de URA3 de levadura y de este modo
utilizar el gen como indicador en estudios de expresión [4]. En
la subclonación del gen pyr-4 de C. acremonium se obtienen los
plásmidos denominados pAV4-l y pAV4-2 (Figs. 12 y 14), que
podrían servir para el propósito mencionado. Ambos plásmidos
poseen sitios únicos de donación HindIII, PstI, Salt y Accí que
provienen de pucia o de pUCl2, respectivamente.
En el promotor y el terminador del gen donado aparecen
ciertos rasgos comunes (hipotéticos) con los de los genes
equivalentes de fi. crassa y 5V. reesei, con genes de C. acremonium
y con secuencias de levadura y mamíferos (apartados 2.B y 2.C de
Resultados). El significado de estas secuencias de regulación
debería establecerse mediante análisis funcional y escapa del
ámbito de este trabajo. El promotor es funcional en E. Cali a
pesar de que no se encuentran señales asimilables a las de un
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promotor bacteriano. Esto justifica que la expresión en E. ccli
del gen donado sea débil a pesar de residir en un plásmido
multicopia, y explica la mejora obtenida cuando está dirigida por
el promotor lac de pUCl3, como en el caso de pAV4—l (Figuras 12
y 14).
2. CONPARACION CON OTRAS OMPUECASAS.
El alineamiento de la proteína deducida por la secuencia del
gen donado frente a otras OMPdecasas muestra que se conservan
todas las zonas típicas de estas enzimas (Fig. 19). El grado de
similitud detectado permite clasificar a C. acremonium próximo
a fi. crassa y dentro del grupo de los pirenomicetos, lo que
corrobora trabajos previos basados en el RNA SS ¡[77, 174]. Este
hecho justifica también el nombre de pyr—4 para el gen donado,
respetando la prioridad de nomenclatura de fi. crassa [299, 400].
A la misma conclusión se llega en el caso de 2’. reesei con el gen
equivalente, incluido también —como C. acremonium— en el grupo
de los hongos imperfectos [367]. De entre los casos comparados,
la mayor similitud aparece entre los genes y las proteínas de C.
acremonium y 2’. reesei.
El motivo más conservado en las OHPdecasas de eucariotas
muestra una correspondencia clara en procariotas con ciertas
compensaciones de carga (Fig. 20). Dentro de este motivo
conservado en eucariotas se observa que el péptido FEDRKF es
idéntico en todas ellas y que no está interrumpido por intrones
en sus secuencias nucleotídicas correspondientes. Aunque no se
conoce la secuencia de ninguna OMPdecasa de grupos que hayan
divergido entre hongos (en sentido amplio) y mamíferos, se
considera que la separación entre ellos es anterior a la
producida entre plantas y animales (Fig. 34). Por tanto, puede
pensarse que el péptido FEDRKF se conserve, por ejemplo, en
invertebrados o en plantas. Este hexapéptido permite diseñar un
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oligonucleátido de 17 pb con 96 degeneraciones, que tendría como
máximo una base desapareada en experimentos de hibridación con
genotecas de cDNA o genómicas (Fig. 35). Tal oligonucleótido
podría usarse como sonda para donar el gen estructural de la
Ol4Pdecasa de otros eucariotas, usando compuestos como el cloruro
de tetrametilamonio en la solución de hibridación [10, 336]. De
hecho, oligonucleótidos similares han servido como apoyo [373]
1 ~L.. ___________£
1,5 1,0 0,5
AÑOS (x109)
109
DISCUSION
o para corroborar la donación de otros genes equivalentes [63,
114].
El dendrograma resultante de comparar todas las OMPdecasas
(Fig. 211 tiene fallos y aciertos, como ya se ha comentado en la
sección de Resultados. Aunque las conclusiones basadas en los
cambios de un solo gen o una sola proteína deben tomarse con
precaución [11], puede pensarse que el gen estructural que
codifica para la OMPdecasa está especialmente indicado para
contribuir a los estudios de evolución molecular, puesto que,
como se ha señalado hace poco E212]: 1) Todos los organismos
tienen la misma ruta básica para sintetizar tJMP y por tanto deben
poseer actividad OMPdecasa. 2) Todos los organismos estudiados
hasta ahora tienen un gen único que codif lea para tal actividad.
3) Todo parece indicar que los genes actuales proceden de un
mismo ancestro común. 4) El gen se puede donar de forma
relativamente sencilla por métodos convencionales (Tabla 6) o
mediante el uso de la sonda sintética propuesta (Fig. 35) en el
caso de eucariotas.
3. TRANSPORMACION DE C. ACRBMONIUM.
3.A. Ausencia de nutantes pyr-4.
Se ha puesto a punto un procedimiento para obtener mutantes
auxótrofos de C. acrernonium ATCC 11550 por tratamiento mutagénico
y enriquecimiento por filtración. El método da unos resultados
comparables a los descritos en A. niger [58] o 2’. reesel [297]
en cuanto al aislamiento de inutantes bloqueados en la ruta de
síntesis de arginina o de triptófano. Sin embargo, no sirvió para
aislar mutantes pyr—4, aún usando el ácido 5—fluororótico (FOA).
Por tanto, no se ha podido elaborar un sistema de transformación
por complementación con el gen donado, tal como se apuntó en la
Introducción (ng. 7).
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Con el FOA se ha conseguido la selección preferente de
estirpes con mutaciones de pérdida de función en el gen
estructural de la OMPdecasa y en el gen estructural que codifíca
para la enzima del paso anterior (orotato 5’—fosforribosil
transferasa, EC. 2.4.2.10; ver la Fig. 32) en distintas especies.
La aplicación de este compuesto se comunicó inicialmente en
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces ponabe, candida
albicans y Escherichia coli [41]. Con posterioridad ha resultado
ser muy útil para seleccionar mutaciones de los dos tipos citados
empleando tratamientos mutagénicos convencionales. Mediante el
FOA se han podido aislar auxótrofos afectados concretamente en
el gen de la OMPdecasa de varias especies de microorganismos:
Aspergillus flavus [415], A. niger [44, 45, 144, 396], A. oryzae
(96, 258], Candida atbicans £205], Candida boidinhl [334],
Claviceps purpurea [361], Mucor circinelloides [33], Penicíluium
chrysogenum [102], Sulfobolus acidocaldarius [218], Trichoderma
reesei [37, 151, 152, 367], 2’. viride [78] y Ustilago maydis
[223].
En la mayoría de los casos mencionados se han establecido
sistemas de transformación por complementadión de la auxotrol ja
con genes homólogos o heterólogos (Tabla 17). A la vista de la
Tabla se observa la flexibilidad en el uso del marcador
heterólogo, por lo que el gen pyr—4 de C. acremonium podría
servir para transformar los mutantes correspondientes de alguna
de las especies citadas.
Por medio del PtA también se han llevado a cabo
sustituciones génicas y otras manipulaciones en A. nidulans
[110], Myxococcus xanthus [211], 5. cerevisiae [revisado en 42,
330] y U. maydis [223]. Es de especial interés la obtención del
auxótrofo receptor con técnicas de DNA recombinante y
transformación —una vez donado el gen homólogo y usando FOA—,
lo que se ha logrado en C. albicans [205, 206], Dictyostelium
discoideum [200], Mycobacterium smegmatis [178], 5. cerevisiae
[42, 214] y Sch. pombe [150].
El mecanismo por el que actúa el FOA no está muy estudiado
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&SPECIE RKEPPOPA
Asperqillus awani
Aspergillus tlavus
Aspergillus nidulans
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Car~ida aRicas
Candida boidinii
Claviceps purpurea
flictyosteliu¡ discoideum
Kluyvero¡yces Isatis
Mucor circinelloides
Mycobacteriu¡ sugmatis
ffea¿ros para arassa
?eniciIIium chryscqenum
Saccharoiyces cerevisiae
Schizophyllu¡ couune
Schizosaccharomyces pote
fricho¿jerma reesei
Trichodem viride
Ustilago mayáis
Aspergillus niger
Nauraspora crassa
HoÉ logo
Asperq¡llus ni.ger
Reurosrra crassa
chrysogenui
IloÉiogo
Asperqillus oryzae
Claviceps purpurea
Neurospara crassa
Hotíogo
Asperg:llus niqer
Hotíoqo
HcÉogo
Rotloqo
Asperg:Ilus niger
Neurospora crassa
Homólogo
Homólogo
homólogo
Homólogo
Homólogo
Homólogo
Neurospara crassa
HoÉlogo
Candida albicans
Dictyostelin discoideum
Kluyverawoes Isatis
Scluzosaccharowces pote
Schwanniomyces occidentalis
Ustilago mayáis
Homologo
Homólogo
Saccharomyces cerevisiae
Bot logo
Aspergillus niger
Reurospora crassa
Neurospora crassa
HoÉlogo
Tabla 7.— Nicroorganisios transforuados por complezentación con el gen estructural de la Oxpdecasa.
REFERENCIAS
408
415
283
396
20, 21
63
144, 396
96
361
396, 408
96
258
205
334
361
361
362.
200
353
33
178
57
63
62, 102
46, 135
136
43, 49
353
13
215
223
124,
13,
41
37’
151
37,
79
223
125
149, 150
152, 367
151
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y es posible que se deba a la formación de 5-flúor-UMF y
posterior reducción a 5-flúor-dUMP, compuesto que inhibe
irreversiblemente la timidilato—sintetasa [41, 200, 326]. La
ausencia de mutantes pyr—4 en O. acremonium podría tener varias
explicaciones, entre otras:
1) Aunque se anule la función del gen pyr-4, puede existir
otra enzima capaz de suplir esta actividad [117]; o bien existe
redundancia genética, como en el caso de los genes URA5 y (¡RAlO
de levadura [~~1 (Fig. 33).
2) La mutación se produce con mayor probabilidad en otro gen
antes que en el gen pyr—4, ya que no todos los mutágenos actúan
igual ni con la misma intensidad en todas las zonas del genoma
[117, 172]. Los mutantes protótrofos y resistentes al FOA
aislados de C. acremonium podrían estar afectados en los genes
que codifican para las proteínas implicadas en la recuperación
de pirimidinas del medio externo (permeasas, fosforribosilL—
transferasas), suponiendo que el FOA penetrase en la célula por
esta vía, dada su similitud estructural. De hecho, la resistencia
a fluoropirimidinas es un criterio para caracterizar mutaciones
en la vía de recuperación mencionada tanto en 5. cerevisiae [94,
198, 207, 208] como en fi. crassa [55, 56, 320].
3) El razonamiento opuesto: el gen pyr—4 de O. acremonium
podría encontrarse en una zona en la que se producen las
mutaciones fácilmente, y al trabajar con indices de supervivencia
bajos (1-15%) se está forzando la aparición de mutantes
auxótrofos dobles que no se recuperarían o se perderían en los
pasos posteriores de caracterización. En A. niger, el mayor
rendimiento en mutantes auxótrofos simples se consigue con
índices de supervivencia del 70—80 % [43, 45].
4) La mutación en el gen pyr—4 no resistiría el ayuno en
pirimidinas que se produce en los experimentos de enriquecimiento
por filtración, como ocurre con otras auxotrofias [117].
Aunque el protocolo desarrollado para aislar mutantes
auxótrofos en la ruta de síntesis de arginina o triptófano es
aceptable, la comprobación posterior es un requisito esencial,
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ya que el método de enriquecimiento por filtración es también una
forma de seleccionar esporas retrasadas en la germinación [11?].
Los mutantes obtenidos mostraron en general escaso vigor en el
crecimiento y poca esporulación, lo que podría indicar que están
afectados en otros bol además de en el de la mutación
caracterizada o que la mutación tiene efectos pleiotrópicos. En
A. nidulans está descrita la influencia negativa de las
mutaciones en la ruta de síntesis de arginina sobre la
germinación y la esporulación [348], y en A. nidulans y A. niger,
el efecto negativo de la mutación trpC sobre el crecimiento y la
esporulación [145, 4181. Si las estirpes auxótrofas obtenidas
tienen unas mutaciones sin efecto pleictrópico, el vigor y
capacidad de esporulación normal se podrían restablecer
retrocruzándolas con la cepa silvestre o con otros mutantes
auxótrofos mediante fusión de protoplastos [296].
En cualquier caso, los mutantes obtenidos -u otros que se
pudieran aislar con el método puesto a punto— podrían utilizarse
de das maneras: como receptores en sistemas de transformación que
empleasen genes heterólogos de marcadores; o para donar los
genes homólogos correspondientes de C. acremonium, según se
discutirá en el apartado 3.E. En relación con el último objetivo
mencionado, tiene especial interés la donación de los genes
implicados en las rutas sintéticas de aminoadipico, cisteina y
valina, que son los precursores del tripéptido del que derivan
los antibióticos 8—lactámicos (Fig. 3).
La ausencia de mutantes pyr—4, junto con las ventajas
apuntadas en la Introducción por lo que se refiere a aplicación
industrial, hizo continuar el trabajo hacia el establecimiento
de un sistema de transformación y selección por resistencia
usando el promotor del gen donado.
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3.». Transformación por resistencia a fleouicifl&.
Las fleomicinas son antibióticos metaloglucopeptídicos
relacionados con bleomicinas y talisomicinas, todas ellas
producidas por Streptomyces verticillius [34, 376]. Fleomicinas
y bleomicinas muestran amplio espectro frente a bacterias,
levaduras, hongos filamentosos y células de animaleÉ y plantas
en concentraciones de 0,1—50 pg/mL. El efecto de estos
antibióticos varia según el grupo básico sustituyente [83, 148].
Las bleomicinas perturban la membrana plasmática, aunque existe
gran apoyo experimental para afirmar que su mayor efecto se debe
a la capacidad que tienen de intercalarse en el DNA y producirle
roturas cuando están activadas por hierro en presencia de oxígeno
[cfr., p. ej., 199, 209, 224, 390]. La fleomicina empleada en
este trabajo es fleomicina Dl quelada con cobre y en forma de
clorhidrato, en donde la amina terminal sustituyente es agnantina
(Fig. 9).
Existen tres genes que producen resistencia a fleomicina o
bleomicina: en la región central del transposón TnS de bacterias
gramnegativas [83, 134, 260]; en el plásmido pUBlíO de bacterias
grampositivas [347]; y en el genoma de Streptoalloteichus
hindustanus (gen Shble), un actinomiceto productor de
talisomicina y con resistencia natural a fleomicina [108]. En
este trabajo se ha usado el gen Sh.ble. Los tres genes codifican
para proteínas pequeñas (13—ls kDa) que tienen zonas de homología
común [131, 347]. La proteína codificada por el gen Sfrble se une
a bleomícina en proporción molar 1:1, con lo que el antibiótico
no puede reaccionar in vitro con el DNA [131]. Este dato puede
explicar que una mayor cantidad de proteína codificada por los
genes Jale aumente el nivel de tolerancia a fleomicina o
bleomicina [132].
El hecho de que muchos organismos sean sensibles a
bleomicina o fleomicina y la disponibilidad de genes de
resistencia frente a ellas ha servido para transformar (trans—
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GEN DE RESIStENCIA
pUBílOtie Eschericbia ccii 347
~robacteriu¡tuaefaciens¡Niaotiana plutaginifolia
flrobacteriu tumtaciens/Ifiaotiana tabacu¡
AspergiDas niduians
Aspergillus niqer
Aspervillus oryzae
Células de ovario de hámster
Claviaeps parpurea
flictyosteiium discoideum
Esaherichia coil
Rearespara arassa
?eniailliu¡ chrysoqemm
Penicilliu¡ rcquetorti
Saacharo~’ces cerevisiae
Scbizosaccharoryces pate
Telypocladiu¡ geodes
Yarrowia Iipoiytica
Aqrob¿cterium tumfaciens/Yicotiar¿a tatacum
AspergiDas nidalans
AspergiDas niger
Aspergillus oryzae
Células embrionarias de pollo (ALV}
Células de ovario de hámster
Cephalosporium acremnitm
Xscberichia ccii
Penicillium chryseqen¡a
?alaro¡yces sp.
2ToIypacIadiu’ geodes
Trichesporon autanea»
frichcdern reesei
Trypanosoma hrucei
308
259
259
259
87
274
11, 255
26
31, 66, 328, 398
187
26, 27, 60, 61
136
112, 335
190
Tabla 8.— Especies transformadas (transtectadas> o cotransformdas por resistencia a blenicina o fleomicina,
los sistemas de C. acremnia¡ se discuten con más detalle en el apartado 3.0.
Tn5bIe 00
308
9,395
395
.74
274
395
70
130, 134
9
217
113
130, 132
226
60
128
Sbble
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fectar) o cotranstorinar muchas especies (Tabla 8). En todos los
sistemas citados los genes Jale se han puesto bajo el control de
un promotor homólogo o heterólogo de alguna especie
evolutivamente próxima, en ocasiones donado como aplicación del
propio sistema de transformación [132, 187, 226]; y en general
un terminador de transcripción, normalmente heterólogo. A partir
de las referencias de la Tabla 8 puede hacerse la generalización
de que suelen obtenerse mejores resultados con fleomicina que con
bleomicina, con el gen Sh.ble en lugar del TnSble y con elementos
reguladores homólogos. En los trabajos en que se ha estudiado,
se establece que la toxicidad del antibiótico es menor a pH
ácido; con fuente de carbono fácilmente asimilable; con fuente
de nitrógeno represora; en medios complejos; con presión osmótica
alta; con tiempos de regeneración largos hasta que se añade la
droga; con alta densidad de plaqueo; y en ausencia de compuestos
heterociclicos y aromáticos como la cafeína.
Las dos estirpes de C. acrremonium empleadas en este trabajo
se mostraron sensibles a fleomicina. Por medio de una fusión
traduccional entre el promotor con los primeros tripletes del gen
donado y el gen Shble se construyó un vector, denominado pFUN,
que permite una selección limpia en experimentos de
transformación (Tabla 4). Se puede afirmar que las colonias
resistentes a fleomicina obtenidas en las transformaciones son
verdaderos transformantes debido a tres hechos:
1) En las placas sin DNA transformante (sin gen Shble) no
aparecen resistentes espontáneos.
2) cuando los protoplastos se incuban con el gen Shble
aparecen colonias resistentes a fleomicina. La frecuencia con la
que aparecen estas colonias es baja cuando se transforma con el
gen ShJXLe sin señales que permitan su transcripción y traducción,
y alta cuando estas señales son las apropiadas para una expresión
correcta -
3) En el DNA extraído de los transformantes analizados hay
secuencias que hibridan con el gen Shble, mientras que en las
estirpes sin transformar no hay hibridación con dicha sonda.
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Los transformantes estudiados de ambas cepas son muy
estables a escala de laboratorio (apartado 9 de Resultados). El
análisis por el método de Southern indica que el DNA
transformante se integra en el genoma, lo que es coherente con
la estabilidad mostrada. El número de copias por clon oscila
entre 1 y aproximadamente 30, integradas ectópicamente y en
ocasiones en tándem (apartado 10 de Resultados). Este patrón de
integración es frecuente en hongos filamentosos [118, 322],
incluso en C. acremonium, como se verá en el siguiente apartado.
Aparentemente no hay relación entre el número de copias por
transformante y la concentración de fleomicina empleada en la
selección. Esto sugiere que el número de copias de la fusión pyr-
4’::’Shble no es limitante en estas condiciones, quizá debido a
que se produce una expresión eficaz de la fusión mencionada.
Como se señaló en la Introducción, el hecho de que se puedan
obtener transformantes con una sola copia permitiría hacer
estudios de regulación. La obtención de transformantes con
múltiples copias es importante en la construcción de cepas
industriales —al poder amplificar los genes responsables de la
superproducción— y para titular elementos reguladores que actúen
en trans. Desde el punto de vista industrial es preferible que
los transformantes integren el vector, ya que, dada la
estabilidad mitótica que de ello se deriva, no es necesario
mantener presión selectiva en los fermentadores, lo que sería
antieconómico. Sin embargo, el que existan varias copias
adyacentes de vector supone una tendencia a que se produzca
recombinación entre ellas por medio de sus zonas homólogas, con
lo que se escinden secuencias del DNA transformante [118]. La
situación más estable parece ser la de los transformantes con una
única copia integrada en posición ectópica [204, 247]. La
estabilidad en mayores volúmenes de cultivo debería estudiarse
en el futuro. Se ha comunicado la estabilidad de transformantes
de C. acremonium a escala de 150 L [359] y de E. chrysoqenum a
escala de 5 L [327].
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3.C. Comparación del procedimiento desarrollado con otros
sistemas de transformación de O. acremonium.
En la actualidad hay varios sistemas para transformar (2.
acremonium: 1) Por resistencia a higromicina B. 2) Por
resistencia a G418. 3) Por resistencia a fleomicina. 4) Por
complementación de una mutación en la ruta de asimilación del
nitrógeno con el gen homólogo fiaD.
1) El sistema original de transformación por resistencia a
higromicina E [71, 72, 315] —y del que se trató en el apartado
5 de la Introducción— se mejoró principalmente al poner el gen
que confiere la resistencia a dicho antibiótico (HPT) bajo el
control del promotor homólogo del gen pcbc [73, 179, 356, 357],
en lugar del promotor de levadura que usaba en un principio.
Mediante ésta y otras modificaciones se llegó a obtener una
frecuencia media (con gran oscilación) de 20 transformantes/pg
de DNA. Los mismos autores han transformado posteriormente O.
acremonium por resistencia a higromicina B usando el promotor
homólogo del gen LEU2 y por resistencia a fleomicina usando el
promotor homólogo del gen pcbc, pero no mencionan datos concretos
sobre la frecuencia obtenida en cada caso, ni siquiera el gen
especifico empleado que confiere resistencia a fleomicina (175].
Otros autores que emplearon la selección por resistencia a
G418 sin usar ningún promotor eucariota ([182]; ver más
adelante), tampoco han comunicado resultados concretos propios
de la transformación cuando han empleado el promotor y el
terminador del gen homólogo que codifica para la proteasa
alcalina en la transformación por resistencia a higromicina B
[185].
Un sistema más reciente que también se basa en la
resistencia a este antibiótico logra 6 transformantes/vg de DNA
usando el promotor homólogo del gen pcbC, y 12 transformantes/Mg
de DNA usando el promotor (fuerte) del gen gpdA de A. nidulans.
En este último caso aparecen 200—2.000 transformantes
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abortivos/~g de DNA [364].
2) El primer sistema descrito para seleccionar por
resistencia a 0418 empleaba el gen correspondiente del Tn9O3
[298—300], y se trató de él en la Introducción. Otro sistema que
también emplea el gen y el método de selección citado -sin el
concurso de ningún promotor eucariota— no supera en general los
3 transtornantes/pg de DNA, ya que disminuyendo la concentración
de 0418 se consigue mayor frecuencia, pero con aparición de
resistentes espontáneos en las placas de control sin DNA [182].
3) Además del sistema mencionado en 1) para transformar C.
acremor±ium por resistencia a fleonicina, existen otros dos
sistemas indirectamente comunicados que operan de modo similar.
En uno de ellos se emplea una fusión transcripcional entre el
promotor del gen pche de P. chrysogenum y el gen Shble, y
presenta una frecuencia de 10-15 transformantes/pg de DNA [31,
155—157]. En el otro sistema se usa una fusión transcripcional
entre el promotor del gen homólogo pcbC y el gen Shbile [255].
4) Por último, el sistema que emplea la complementación de
mutantes con el gen homólogo fiaD llega hasta 40
transformantes/Mg de DNA como máximo. Tiene la ventaja de que las
mutaciones hipofuncionales en el gen estructural que codifica
para la nitrato reductasa aparecen espontáneamente con una
frecuencia elevada. Además, las cepas portadoras de tales
mutaciones se pueden seleccionar positivamente por resistencia
a clorato. En el mismo trabajo se cotransforma con el gen tub-2
de fi. crassa y los cotransformantes se identifican por
resistencia a benomilo [412].
En los procedimientos citados se manejan generalmente unas
cantidades similares de DNA y un número igual o mayor de
protoplastos, por lo que los resultados se pueden comparar de
forma aproximada con los de este trabajo. Todos los sistemas
descritos usan medios complejos en la regeneración y selección
de protoplastos, salvo el sistema de complementación con niafl.
La norma en todos ellos es que la transformación es integrativa,
casi siempre con varias copias en posición ectópica y en
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ocasiones repetidas en tándem. En el sistema que emplea fiaD
aparecen, además, integraciones simples y homólogas de tipo 1 y
III como se describió en la Introducción (Fig. 5).
El sistema desarrollado en este estudio es el más eficaz de
los descritos hasta el momento para C. acremonium, ya que llegan
a obtenerse hasta cerca de 100 transformantes/gg de DNA, como
media (Tabla 4)- Además, no aparecen resistentes espontáneos y
la frecuencia de transformantes presuntamente abortivos es
insignificante. Supuso desarrollar un método distinto a los
descritos en esta especie para obtener y transformar
protoplastos, que es muy repetible en la cepa silvestre
posiblemente por partir de cultivos homogéneos (apartados 7 y 8
de Resultados). Hay que tener en cuenta que en la transformación
de hongos filamentosos y levaduras es fácil tener variaciones de
un orden de magnitud en los resultados de un experimento a otro.
El procedimiento es más sencillo que la mayoría de los
protocolos de obtención de protoplastos de C. acremonium al no
requerir, por ejemplo, un pretrataniiento del micelio con agentes
reductores como ditiotreitol o B—mercaptoetanol, incubaciones con
más de una enzima o tiempos largos de incubación en mezcla
lítica. La obtención y transformación propiamente dichas de ~-io~
protoplastos puede hacerse fácilmente en 4—5 horas de trabajo,
con lo que se consiguen 20.000-25.000 transformantes en total a
partir de 1 g de micelio y -250 gg de vector pFUN. Aún en las
condiciones en que se logra la frecuencia máxima, la cantidad de
DNA está limitando el número de transformantes que podrían
obtenerse. El protocolo se puede aumentar de escala fácilmente
2—4 veces. Presenta la ventaja adicional de que la manipulación
se hace en medios mínimos, lo que facilita la reproducibilidad
y las posibles alteraciones futuras para llevar a cabo estudios
de regulación o trabajar con estirpes portadoras de mutaciones
de auxotrofía, por ejemplo. El uso de medios mínimos, además,
disminuye la posibilidad de aparición de clones transformantes
que, seleccionados en medio rico, pudieran llevar alguna copia
del vector inactivando algún gen esencial.
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El sistema puesto a punto podría aplicarse a otras cepas de
C. acremonium, estableciendo previamente el rango de resistencia
a fleomicina en cada caso. Se demuestra que el método
desarrollado para la estirpe silvestre (ATCC 11550) se puede
aplicar directamente a la cepa semi—industrial 0-10 (ATOO 48272).
Los resultados de frecuencia de transformación obtenidos con la
cepa 0—10 son algo inferiores en comparación con la cepa
silvestre, lo que podría indicar que estirpe semi—industrial
fuese más sensible a fleomicina. También las cepas industriales
de c. acremonium son más sensibles a higromicina B que la cepa
silvestre [359]. El hecho de que el sistema fuese válido para
cepas industriales de e. acremonium, en las que la fermentación
a gran escala es posible, sugiere la posibilidad de producir, por
ejemplo, péptidos heterólogos con interés clínico [120, 393].
El vector pFUN también se podría emplear para transformar
otras especies de hongos. Estaría particularmente indicado en el
caso de 2’. reesei, debido a: 1) La proximidad filogenética
mostrada en este trabajo. 2) Las señales comunes detectadas en
los promotores de los dos genes pyr-4. 3) La identidad de
aminoácidos en el extremo N—terninal de sus respectivas
OMPdecasas que intervienen en el vector citado.
El motivo por el que el sistema desarrollado en este estudio
es más eficaz que los descritos hasta la fecha debe atribuirse
al desarrollo del plan propuesto, es decir: el uso de una fusión
traduccional en la que la expresión de resistencia está modulada
por un promotor homólogo, del metabolismo primario, en medio
mínimo y tras un tiempo de regeneración de los protoplastos sin
presión selectiva. De este modo se asegura la expresión correcta
del gen de resistencia en los protoplastos que han captado el DNA
desde etapas tempranas de su regeneración en placa. Como se
apuntó al principio de esta Discusión, puede pensarse que la
máxima expresión del gen pyr—4 de C. acremonium ocurra en
ausencia de pirimidinas. Por otra parte, el patrón de expresión
del gen equivalente Ddpyr5—6 de 12. discoideum es de máxima
transcripción durante el crecimiento y mínima durante la
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diferenciación, manteniéndose la actividad enzimática por la
propia estabilidad de la proteína. Se ha postulado que este
modelo pueda ser general para genes domésticos o constitutivos
(house—keeping) frente a genes más especializados (116]. Lo
contrario ocurre con el gen pche, implicado en el metabolismo
secundario, ya que su transcripción comienza preferentemente en
fases tardías [304, 362] y además está sujeta a represión por
catabolito [115]. Por tanto, el uso del promotor homólogo o
heterólogo del gen pche —tan extendido en los vectores de
transformación por resistencia para C. acremonium—, parece estar
menos indicado que el promotor del gen pyr—4, y obedece
simplemente a su disponibilidad conyuntural. Además, las
presumibles características del promotor del gen pyr—4 en cuanto
a mostrar su máxima expresión en etapas tempranas y en ausencia
de compuestos represores podría aumentar la recombinación del
vector con el genoma [379]. Por último, el añadir el antibiótico
tras un tiempo de recuperación, superior al de la fase de
latencia que se pudiera producir en los protoplastos al empezar
a regenerar y germinar en placa, disminuye la posibilidad de
desestabilizar las membranas o de causar mutaciones en el genoma
de los protoplastos receptores por la acción de la fleomicina.
Por otro lado, en la transformación se utiliza una solución
de PEG en un volumen igual al de la suspensión de protoplastos.
La norma suele ser añadir un volumen 10 veces mayor de solución
de PEG que de suspensión de protoplastos. Esta cantidad, sin
embargo, es suficiente para permitir la agregación mayoritaria
de los protoplastos, como se observó por microscopia. El usar
poco volumen de solución con PEG implica, principalmente: 1) Que
existe mayor probabilidad de interacción entre los protoplastos
y el DNA transformante, por ser mayor la concentración. De hecho,
una de las formas de aumentar la frecuencia de transformación
modificando el protocolo original de transformación por
resistencia a higromicina B en C. acremonium fue precisamente
incubar los protoplastos con mayor cantidad de DNA y menor
volumen de solución con PEG [356, 357]. 2) Que no haya un
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descenso grande de presión osmótica, lo que produciría lisis.
La viabilidad de los protoplastos en el método desarrollado en
este trabajo no varia significativamente antes y después del
tratamiento con PEO. El fenómeno observado de lisis por descenso
de presión osmótica y su corrección sirvió para mejorar
sustancialmente la frecuencia inicial de transformación de A.
nidulans [21, 283].
3.D. Mejoras futuras.
La frecuencia de transformación se podria aumentar basándose
en modificaciones que han dado buen resultado en otros sistemas.
Estas mejoras son importantes para la explotación de
posibilidades concretas que se discutirán en el próximo apartado,
y pueden mencionarse las siguientes:
1) Aumento de viabilidad de los protoplastos. En O.
acremonium, cuando se aumenta la proporción de protoplastos
voluminosos por medio de una centrifugación a baja velocidad,
aumenta su viabilidad y la frecuencia de transformación, ya que
los protoplastos inviables (más pequeños) no compiten con los
viables en la captura del DNA transformante [356, 357]. Por
tanto, de este modo no se aumentaría el número total de
transformantes que se obtiene por unidad de peso de micelio, pero
para obtener un mismo número de transformantes seria necesaria
menor cantidad de DNA (aproximadamente la mitad, según se deduce
de los trabajos citados), lo que seria importante en
transformaciones con genotecas.
Es posible que un estudio sistemático de las variables
implicadas en la liberación y regeneración de protoplastos
permitiera aumentar su rendimiento por unidad de peso de micelio
y su viabilidad [91, 402]. La alteración de una variable podría
obligar a modificar otras. Por ejemplo, en la transformación por
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resistencia a bleomicina de Cilaviceps purpurea se aumentó la
viabilidad media de los protoplastos de un 5% a un 70% cambiando
el pH de regeneración de las placas de 8,0 á 5,2 [395]. Puesto
que la sensibilidad a fleomicina depende del pH, en caso de
introducir tal mejora habría que volver a determinar la
concentración óptima de antibiótico que debe usarse en la
selección.
2) Incubación de la reacción de transformación. Ejemplos de
modificaciones que han aumentado la frecuencia de transformación
aplicados a la mezcla de protoplastos con DNA y solución con PEO
son, según los casos, la incubación en hielo [370], el cheque
térmico [35] o la adición de DNA distinto del marcador para
proteger al DNA transformante de la degradación por nucleasas o
de la captura por protoplastos inviables [8]. Particularmente
interesante es la adición de ácido aurintricarboxilico, un
inhibidor de nucleasas que aumenta la frecuencia de
transformación con DNA lineal hasta 500 veces en .P. cbrysogenum
[3233 y 2—5 veces con plásmido circular en A. awamori [408].
3) Cambio del terminador de transcripción. El plásmido pFUN
lleva el terminador del gen 070—1 de levadura. Generalmente se
acepta que las señales de terminación pueden funcionar en
distintas especies de eucariotas. Sin embargo, en la
transformación de Tolypocladium geodes con el gen Sbble, se
aumentó 2—5 veces la frecuencia de transformación a], sustituir
el terminador CYC-1 de levadura por el terminador del gen trpc
de A. nidulans [60]. El vector pUT7lS [60, 187] lleva el último
terminador mencionado, y la construcción a partir de pEUN podrta
hacerse de forma inmediata. También sería de interés incluir el
propio terminador del gen pyr—4 de 0. acremonium. Hay que
señalar, no obstante, que los intentos equivalentes con el
terminador del gen homólogo petO no han dado resultado positivo
en 0. acremonium [357, 364].
Por otra parte, una modificación necesaria —sin relación con
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la frecuencia del sistema— es la sustitución del marcador
procariota de pFUN. Este plásmido se selecciona y amplifica en
E. ccli por ser resistente a ampicilina, ya que lleva el gen de
la 13—lactamasa. Aunque no es probable que las señales procariotas
sean funcionales en 0. acremonium, el hecho de que los
transformantes tengan el vector integrado ectópicamente, puedan
llevar decenas de copias del vector o que las copias se pudieran
reorganizar, serian factores negativos desde el punto de vista
de la producción de antibióticos 13—lactámicos. Por tanto, una
modificación que debe hacerse en el futuro es cambiar el marcador
procariota actual por los genes de resistencia a tetraciclina o
a kanamicina, por ejemplo, de modo análogo a como se ha
comunicado en una situación similar [359].
tE. Posibilidades del sistema desarrollado.
El sistema presenta las características de que interviene
un gen de resistencia (Shble) y un gen (pyr—4) cuyas mutaciones
deberían poder seleccionarse de forma directa usando ácido
fluororótico. Además, el procedimiento puesto a punto muestra una
frecuencia relativamente alta. Estas peculiaridades se podrían
emplear para donar promotores al azar, elaborar un sistema de
transformación repetida o donar directamente un gen homólogo por
complementación de una estirpe mutante. Tales posibilidades se
discuten a continuación.
1) donación de promotores. El interés en poseer promotores
de una especie poco estudiada como 0. acremonium es obvio, y
reside principalmente en poder elaborar vectores de expresión
para genes homólogos o heterólogos. Debe pensarse que los
transformantes estables obtenidos con pUT7l3 (es decir, con el
gen Shble sin promotor) también han integrado copias del
plásmido. En algunas de las copias integradas deben existir
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fusiones entre secuencias capaces de promover transcripción y el
gen Shble. Basándose en este hecho se han aislado promotores con
vectores integrativos [187, 388], según se apuntó en el apartado
3.0 de la Introducción.
2) Transformación repetida. Se puede proponer el desarrollo
de un sistema de transformación que permitiera un número
ilimitado de cambios. Tal hipótesis se basa en que se puedan
obtener mutaciones en el gen pyr—4 por transformación, y que las
cepas de O. acremonium afectadas en dicho gen se puedan
seleccionar o caracterizar con FOA.
Cada ciclo de modificaciones constaría de dos fases. En
primer lugar se debería construir un vector con una fusión
traduccional pyr—4’: : ‘Shble idéntica a la producida en pFUN, pero
flanqueada en ambos lados con suficiente cantidad de DNA como
para permitir el sobrecruzamiento en los dos extremos con las
zonas correspondientes del genoma (Fig. 36). La transformación
con el inserto del vector (DNA lineal) permitiría hacer una
interrupción del gen pyr—4. De este modo, al final del la tase
1 podrían aislarse transformantes resistentes a fleomicina y
auxótrofos para pirimidinas (por tanto, resistentes al FOA), que
hubieran integrado una sola copia del fragnento lineal citado
(Fig. 36). Un enfoque análogo al planteado ha permitido obtener
mutantes con el gen estructural de la OMPdecasa inactivado en
otras especies, como se ha señalado en el apartado 3.A de esta
Discusión.
Una vez obtenido y caracterizado el clon mencionado al final
de la fase 1, se usarla como receptor de otra transformación,
empleando como marcador el DNA lineal que contiene el gen pyr—4
y seleccionando en medio mínimo (tase II, Fig. 36). Al final de
la fase II podrían tenerse transformantes protótrofos (por tanto,
sensibles al FOA) y sensibles a fleomicina (por haber sustituido
la zona que contiene el gen Sitie con la zona genómica que
contiene el gen pyr--4). Es decir, acabada la fase II se tendrjlan
clones idénticos a la estirpe original sin transformar por lo que
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respecta a los marcadores (Fig. 36). Si en alguna de las dos
fases se introducen los genes de interés por cotransformación
(procedimiento que también se ha demostrado en 0. acremonium
[412]), al final del primer ciclo de modificación se podrían
hacer otros ciclos de modificaciones, repitiendo las dos fases
señaladas.
Esta posibilidad de transformación repetida, en la que están
implicados un gen de resistencia y el gen estructural de la
OMPdecasa, se ha llevado a cabo parcialmente en 12. discoideum
E200], y podría aplicarse a 0. acremonium como prolongación del
sistema de transformación desarrollado en este trabajo. En S.
cerevisiae se ha descrito un procedimiento que permite un número
ilimitado de transformaciones, basándose en la escisión del
marcador URA.3 y la selección con FOA [3]. También en A. niger se
ha comunicado la curación del gen marcador pyrG, lo que permite
la retransformación de cepas en programas de mejora genética
[109, 120].
Las dudas que surgen en el método propuesto son la
probabilidad de dirigir la integración de los marcadores en ambas
fases y la obtención de transformantes con una copia única del
marcador en ambos casos. Es un hecho que la frecuencia de
transformación, el número de copias integradas y su lugar de
integración varia entre especies, cepas, marcadores, zonas del
genoma e incluso según las condiciones de la transformación
[322]. De la literatura se deduce que O. acremonium, como fi.
crassa, tiene mayor tendencia a integraciones múltiples y
generalmente ectópicas en comparación con A. nidulans o 3.
cerevisiae, en donde es más frecuente obtener integraciones
únicas y homólogas. En este trabajo se demuestra que pueden
obtenerse transformantes por resistencia a fleomicina con una
sola copia del vector pFUN, aunque no es frecuente (1 clon de 12
analizados). En este estudio no se ha detectado recombinación
homóloga, pero tal hecho se ha conseguido en O. acremonium, bien
interrumpiendo un gen [175], o bien sustituyéndolo con una
integración de tipo III [412]. La probabilidad de dirigir la
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integración al locus de interés se aumenta en fi. crassa -como en
S. cerevisiae [288; revisado en 330] o en A. n.idulans [266]-
usando fragmentos largos de DNA homólogo linealizado por donde
se quiere hacer el intercambio [7, 121, 210, 2903. El aumento de
la longitud del DNA homólogo lineal para dirigir la integración
también se ha empleado en la transformación de protoplastos de
plantas [cffr.,p. ej., 32] y de células de animales [126]. Se ha
apuntado que la longitud del DNA transformante lineal tenga un
valor óptimo y que esta técnica deba su eficacia a la posibilidad
de incluir zonas proclives a la recombinación [‘7, 163, 164]. El
uso de DNA lineal, además, aumenta en ocasiones la frecuencia de
transformación, incluso en 0. acremonium [356, 357]. Otros
métodos que se han empleado para dirigir la integración y obtener
transformantes con una sola copia son el tratamiento controlado
con DNA polimerasa de T4 del DNA lineal [249] o el uso de
vectores con el DNA en forma de banda simple en lugar de banda
doble [147, 354). Para prevenir integraciones múltiples puede
recurrirse a transformar con poca cantidad de DNA [118]. La
obtención de transformantes con una integración única en la fase
II debería ser menos problemática, pues una sola copia del gen
debe ser suficiente para restablecer el crecimiento como en la
cepa original.
3) donación directa. Con el procedimiento puesto a punto
<aparte de las consideraciones hechas en el apartado 3.D para
aumentar su frecuencia) se podrían donar genes de 0. acremonium
directamente, complementando mutaciones de las cepas apropiadas.
El vector pFtfl< posee un corte DaniEl único en el pueden
ligarse fragmentos del DNA genómico de 0. acremonium digerido
parcialmente con Sau3A para construir una genoteca. Según se
comentó en el apartado 3.C de la Introducción, el número de
clones necesario para tener representado el genoima de 0.
acremonium con una probabilidad del 99 % oscila entre 10.500
(inserto medio: 10 kb) y 21.000 (inserto medio: 5 ]cb). A partir
de 1 g de micelio se obtienen 1,3 x 10’ protoplastos (como media)
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y extrapolando a partir de los resultados obtenidos en los
experimentos de transformación (í0~ protoplastos + 20 Mg de pFtN
- 1.800 transformantes, como media) se llega a la conclusión de
que se podrían obtener -23.000 transformantes/g de micelio, para
lo que serían necesarios 260 Mg de pFUN.
Por tanto, el número de transformantes que se obtienen a
partir de 1 g de micelio es suficiente como para tener
representada siquiera una vez cualquier secuencia del genoma de
0. acremonium. Deben hacerse otras observaciones: a) El número
de transformantes obtenido seria menor del extrapolado a partir
de los valores establecidos con pFUN, puesto que, a igualdad de
masa de DNA transformante, el número de moléculas de plásmido en
una genoteca es menor. Ja) El número de copias presentes en los
transformantes de 0. acremonium es, como media, de más de 1
copia/transformante. Consecuentemente, el número de
transformantes necesario debe ser tantas veces menor como el
número medio de copias que se integren en cada transformante. c)
También hay que considerar que no todos los plásmidos de la
genoteca construida en pFUN tendrían la misma probabilidad de
transformar, ya que hay zonas del genoma más proclives a la
recombinación.
Por consiguiente, el número teórico calculado en el párrafo
anterior es puramente orientativo. Como los plásmidos integrados
pueden encontrarse repetidos en tándem, se podrían producir
reorganizaciones y deleciones, por lo que la recuperación no
siempre resultaría factible (118]. En consecuencia, parece más
indicado proponer un sistema de donación directa basado en la
transformación sucesiva con grupos de clones genómicos al azar,
organizados por el grado decreciente de complejidad (sib
selection) - En el caso de este trabajo serian necesarias 4 rondas
de transformación, usando en cada ronda 10 ó 12 tubos de
transformación (en las condiciones establecidas de 10
protoplastos y 20 Mg de genoteca construida en pFIJN y
amplificada), según se tratase de un inserto medio de 10 kb o de
5 kb, respectivamente (íO~=í0.0OO; l2~-2l.000). En la primera
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ronda se transformarían 10—12 alícuotas de los protoplastos de la
estirpe mutante con 20 Mg de genoteca cada una, lo que
corresponderla a 1.000 plásmidos distintos/alícuota. Localizado
el grupo en el que se obtiene complementación, se volverla a
transformar la cepa mutante de O. acremonium con el siguiente
grupo de menor complejidad, es decir, 100 plásmidos distintos por
cada una de las 10 ó 12 alícuotas. Del mismo modo, en las rondas
3’ y 4’ se transformaría con 10 plásmidos distintos y el plásmido
puro por alícuota, respectivamente.
El método propuesto es similar al desarrollado para donar
el gen nic—l de fi. crassa [2], con la diferencia de que, dadas
las frecuencias de transformación (~2 órdenes de magnitud
superior en el caso de fi. c’rassa), se necesitaría mayor cantidad
de genoteca amplificada para aplicarlo en 0. acreraonium. Esto
obligaría a usar preparaciones de DNA obtenido a mayor escala,
no siendo posible transformar con minipreparaciones de la
genoteca organizada. El mayor grado de amplificación lleva
asociado una pérdida de representatividad que se suma a las
propias de una genoteca [248]. La validez de este sistema de
donación queda supeditada principalmente a poseer el mutante de
interés, la facilidad de detectar el fenotipo buscado y la
evaluación del esfuerzo requerido frente a métodos alternativos
(complementación de E. coli o levadura, hibridación heteróloga,
hibridación con sondas sintéticas, etc.). A este respecto debe
señalarse que C.acremonium crece más despacio que otras especies
fúngicas, sobre todo en medios mínimos como los empleados en este
trabajo.
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1) Se ha donado el gen estructural que codifica para la
orotidina 5’-monofosfato descarboxilasa (E. C. 4.1.1.23) de la
cepa silvestre de Cephalosporium acremonium (ATCC 11550), y se
le ha denominado pyr-4.
2) Se ha determinado la secuencia nucleotidica de la región
codificante del gen pyr-4 de 0. acremonium y de las zonas que
flanquean a la misma en ambos extremos. El producto génico
deducido tiene 376 aminoácidos y un peso molecular de 41.128
g/mol.
3) Mediante análisis comparado de secuencias, se propone una
sonda degenerada para donar por hibridación el gen equivalente
de otros eucariotas.
4) Se ha construido un vector (pFUN) que alberga una fusión
traduccional en la que la expresión de un gen bacteriano que
confiere resistencia a fleomicina (Sitie) está modulada por el
promotor del gen pyr-4. De este modo se ha elaborado un sistema
para transformar protoplastos de 0. acremonium cuya frecuencia
alcanza cifras medias cercanas a los 100 transformantes/~g de
DNA. Tal valor haría posible el aislamiento de genes de esta
especie por complementación.
5) Se demuestra que el método desarrollado para la cepa
silvestre se puede aplicar a una cepa semi—industrial (ATOO
48272) con pocas modificaciones.
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